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Sammendrag

Studien var en longitudinel undersgkelse av forekomst av gjellepatogener. En populasjon av
hastutsatt Atlantisk laks pa Vestlandet ble fulgt gjennom ett ar i sje (oktober 2013 — september
2014). Det ble utfgrt manedlige uttak av fisk som ble undersgkt for utvalgte gjellepatogener.
Hovedfokuset i studien var real-time RT-PCR undersgkelser av P. theridion, Paramoeba spp.,
I. salmonis, ‘Ca. B. cysticola’ og ‘Ca. S. salmonis’. 1 tillegg ble det gjennomfort
histopatologiske undersgkelser av gjellevev. Det ble registrert hgy tilstedeveerelse av P.
theridion, ‘Ca. B. cysticola’ og I. salmonis gjennom hele studien og i mai nadde de en prevalens
pa nesten 100 % og stabiliserte seg pa dette frem til september. Paramoeba spp. og ‘Ca. S.
salmonis’ viste varierende forekomst med under 50 % prevalens gjennom hele studien. |
sommermanedene ble det ikke registrert tilstedeveerelse av amgben, og bakterien viste
prevalens under 10 %. Ved gkt dgdelighet pa anlegget i september ble det imidlertid registrert
en kraftig gkning i prevalens av Paramoeba spp. og ‘Ca. S. salmonis’. Densiteten av alle
patogenene gkte signifikant mot slutten av studien. For P. theridion, ‘Ca. B. cysticola og I.
salmonis ble det registrert gradvis gkt densitet fra mai. | tillegg til de nevnte patogenene, ble
det undersgkt for Piscine reovirus (PRV) og salmonid alfavirus (SAV) pa grunnlag av
atferdsendringer som ble observert i lgpet av studien. SAV ble farst pavist i anlegget i juni, og
prevalens gkte gradvis frem til avslutning av studien. Densitet av viruset viste samme tendenser
med hgyest tetthet ved siste uttak i september. Tilstedeveerelse av PRV ble farst observert i
desember 2013 og stabiliserte seg raskt med prevalens pa 100 % den resterende tiden av studien.
Densitetmalinger av viruset viste seg ogsa og vere stabil med en begrenset topp i juli. PRV var
dermed det eneste av de undersgkte patogenene som ikke gkte i densitet nar dgdeligheten ved
anlegget gkte i september etter en lusebehandlig i midten av august. Dgdeligheten ser ut til &
veere forarsaket av en kombinasjon av stress, handtering og forekomst av patogener ettersom
gkt densitet av P. theridion, Paramoeba spp., I. salmonis, ‘Ca. B. cysticola’, ‘Ca. S. salmonis’
og SAV ble registrert. | tillegg pavirker temperatur utvikling av gjelleinfeksjon da hgy
sjetemperatur er forbundet med hgyt smittepress fra patogener. Til tross for delvis manglende
temperaturmalinger i lgpet av studien, ble det funnet en indikasjon pa at temperatur influerer

prevalens og densitet av de undersgkte patogenene (bortsett fra PRV).

Histologiske undersgkelser viste sirkulasjonsforstyrrelser med infiltrering av betennelsesceller,
og hypertrofi og hyperplasi av epitelceller lignende til beskrivelser gjort ved gjellesykdommen
PGI. Histopatologiske undersgkelser sammen med real-time RT-PCR analyser tyder pa at

fisken i anlegget hadde gjellesykdom ved siste uttak i studiet (september).
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Introduksjon

Norge er en av verdens starste produsenter av Atlantisk laks (Salmo salar). De siste arene har
produksjonen gkt med omtrent 200 000 tonn slaktet laks, henholdsvis fra 944 000 tonn i 2010
til 1 143 700 tonn i 2013 (Hjeltnes, 2011, 2014). De hgye produksjonstallene viser at naringen
produserer store verdier, og problemer som oppstar underveis i produksjonen kan derfor ha
store gkonomiske konsekvenser. Gjelleproblemer har lenge veert en utfordring for oppdrett.
Arsakene til gjellesykdom er ofte sammensatt og kan vere forrsaket av et samspill mellom
ulike patogener, miljgforhold og fiskens helsesituasjon (Nylund et al., 2011; Mitchell et al.,
2013). Omfanget og alvorlighetsgraden av gjellesykdom kan vere vanskelig a fastsla siden
problemet ikke er meldepliktig. Nar laksen blir sjgsatt som smolt er den i en serlig sarbar fase
hvor miljgforandringer, handtering og patogener kan forarsake sykdom og store tap.
Gjelleproblemer forekommer ofte pafglgende hgst etter utsett ettersom faktorer som hgy
salinitet og vanntemperatur kan gjere fisken svart mottakelig for gjellepatogener (Clark &
Nowak, 1999; Ellis & Wootten, 1978; Nowak & LaPatra, 2006; Nylund et al., 2011; Roubal et
al., 1989; Sveen et al., 2012).

Gjellene er et av de mest eksponerte omradene pa en fisk og er kontinuerlig under pavirkning
av miljget rundt, fra bade biotisk og abiotiske faktorer (Soares et al., 2013; Steinum et al., 2010;
Sveen et al., 2012). Laks har fire par med gjellebuer som hver innehar en dobbel rekke med
primarlameller og sekundaerlameller. Gjellelamellenes ytre cellelag bestar av et tynt dobbellag
av epitelceller (Bruno et al., 2013; Ling et al., 2001; Speare & Ferguson, 2006). De er beskyttet
av et tynt slimlag som sammen med epitelcellene blir ansett som deler av farstelinjeforsvaret
til fisk mot ulike patogener (Ellis, 2001; Fast et al., 2002; Ling et al., 2001). Slim, utskilt fra
slimceller (mukocytter/gobletceller) inneholder ulike enzymer og antimikrobielle proteiner og
gir bade fysisk og kjemisk beskyttelse, og sammen med immunceller kan det redusere/hindre
invasjon med patogener (Bruno et al., 2013; Fast et al., 2002; Haugarvoll e al., 2008; Norte dos
Santos et al., 2014;Speare & Ferguson, 2006).

Gjellenes store overflate gjer dem godt tilpasset gassutveksling, syre-baseregulering,
osmoseregulering og utskillelse av nitrogenrester. | tillegg er gjellene et sveert blodrikt organ

som dermed gjer de til en mulig inngangsport for patogener. Det er vist gjennom studier at



enkelte patogener kan infiltrere gjellene og transporteres via blodet til andre organer i fisken
(Lavoll et al., 2009; Totland et al., 1996; Sveen et al., 2012).

@kt produksjon av slim og gkt bevegelse av gjellelokket kan vere et tegn pa gjellesykdom. |
tillegg kan svekket fisk ofte observeres som markere og svemme i vannoverflaten for a snappe
luft (Speare & Furguson, 2006). Gjelleforandringer kan vere hypertrofi av epitelceller, gdem
som forarsaker lgfting av epitellaget («lifting») og aneurisme/blgdning (Speare & Ferguson,
2006). Senere i infeksjonslgpet (kronisk) kan det observeres hyperplasi av klorid-, slim- og
epitelceller. Hyperplasi kan forarsake total sammenvoksing av sekundarlamellene, noe som er
sveert alvorlig for fiskens helse, deriblant pa grunn av darlig gassutveksling. 1 tillegg vil det
kunne observeres en tilstremming av betennelsesceller (Speare & Ferguson, 2006).

Infeksjonsagens, mengde og lengde av eksponering er faktorer som pavirker hvordan gjellene
responderer pa skade. Ofte observeres diffuse skader som strekker seg pa tvers av lamellene og
pavirker ulike celler, men i andre tilfeller kan kun spesifikke celler eller soner av lamellene
veere infisert (Speare & Ferguson, 2006); ved sykdommen epiteliocystis kan det observeres
hypertrofi av enkelte epitelceller (Draghi et al., 2004; Nylund et al., 1998; Nylund et al., 2008),
mens det ved amgbeindusert sykdom kan observeres multifokal hyperplasi som involverer
opptil femten sekundaerlameller(Adams et al., 2004; Zilberg & Munday, 2005).

Det er hovedsakelig i Sar-Norge at naeringen sliter med gjellesykdommer. Flere navn er benyttet
i beskrivelsen av disse sykdommene; proliferativ gjelleinflammasjon, PGI (Kvellestad et al.,
2005), proliferativ gjellesykdom, PGD (Nylund et al., 2008), amgbisk gjellesykdom, AGD
(Munday, 1986), paranucleosporose (Nylund et al., 2011), ichthyobodose (Isaksen et al., 2011)
og epiteliocystis (Hoffman et al., 1969). Gjellesykdommer er forbundet med
respirasjonsproblemer og sirkulasjonsforstyrrelser som inkluderer blgdning, betennelse og bade
proliferasjon og nekrose av epitelceller (Kvellestad et al., 2005; Nylund et al., 2008; Steinum
et al., 2010). Det er mange patogener som kan forarsake gjelleskader, og sykdomsutbrudd ser
ut til & ha en multifaktoriell etiologi (Kvellestad et al., 2005; Mitchell et al., 2013; Nylund et
al., 2014).

Atlantisk lakseparamyxovirus (ASPV) (Kvellestad et al., 2003) og «salmonid gill poxvirus»
(SGPV) (Nylund et al., 2008) er blant de viktigste gjelleviruspatogenene pa laks i Norge. | 2005
beskrev Kvellestad et al. funn av ASPV i forbindelse med patologiske endringer i epitel- og
endotelceller i laks, men viruset ble ikke detektert i all syk fisk og heller ikke i alle omrader

med patologiske endringer. Det er observert at SGPV infiserer epitelceller ytterst pa



sekundaerlammelene og medfarer hyperplasi og hypertrofi med degenerasjon av cellekjerner,
samt lamelleerfusjon (Nylund et al., 2008). Infeksjonen kan medfare histopatologiske endringer
der cellene er hypertrofisk og cytoplasma inneholder kondensert kromatin og stor kjerne
(svullen fgr den degenereres). Per dags dato er den etiologiske rollen til ASPV og SGPV i
utbrudd av gjellesykdom usikker, men de histologiske endringene assosiert med virusene
indikerer at disse kan pavirke respirasjonsevnen til fisken, noe som videre kan medfgre gkt
dadelighet (Kvellestad et al., 2005; Nylund et al., 2008; Nylund et al., 2011; Steinum et al.,
2010).

Amgbisk gjellesykdom ble farste gang beskrevet pa Atlantisk laks fra oppdrett i Tasmania
(Munday, 1986). Fa ar senere ble Paramoeba pemaquidensis (Kent et al., 1988; Roubal et al.,
1989) beskrevet som den etiologiske agens for AGD i Tasmania. Amgben er omtalt i litteraturen
med to synonyme navn, henholdsvis Paramoeba og Neoparamoeba (Feehan et al., 2013). |
2005 ble ogsa Paramoeba branchiphila (Dykova et al.) beskrevet fra AGD-infisert fisk, og en
antok at begge artene kunne utgjare en blandet etiologi. Flere forsgk pa kunstig fremkalling av
AGD ved bruk av kultiverte P. pemaquidensis viste seg a bli mislykket (Kent et al., 1988;
Morrison et al., 2005; Howard et al., 1993; Findlay, 2001). | 2007 ble en ny art av Paramoeba,
P. perurans, beskrevet for farste gang av Young et al. (2007), og dette viste seg & vere
forklaringen pa hvorfor de tidligere forsgkene mislyktes. P. perurans ble med en gang assosiert
til AGD, og ble antatt & vaere det egentlige etiologiske agens til AGD i Tasmania. Aret etter ble
det publisert en ny artikkel som konkluderte med at P. perurans er den kosmopolitiske
etiologiske agens for AGD (Young et al., 2008).

AGD, forarsaket av P. perurans, er nylig blitt et problem for den norske oppdrettsnaringen.
Amgben ble farste gang identifisert fra sykdomsutbrudd i Norge i 2006 (Nylund et al., 2007,
Steinum et al., 2008), men ble deretter ikke assosiert med sykdom i Norge far 2012 (Hjeltnes,
2013). De to siste arene er det observert en gkning av problemet, med starst utbredelse i
Hordaland, Rogaland og Sogn og Fjordane (Hjeltnes, 2013). Sykdommen forekommer pa
hasthalvaret med begynnende sykdomstegn i september og gir skende problemer utover hgsten.
Det er i denne perioden vanntemperaturen og saliniteten ofte er hgyest. Amgben trives best ved
salinitet rundt 32-35 %o, og en temperatur pa mellom 10 og 20 °C (Clark & Nowak, 1999;
Munday et al., 1990; Steinum et al., 2008). Kliniske symptomer kan ses som slgv fisk med
utstaende gjellelokk som falge av respirasjonsproblemer. Patologisk kan det observeres mye



slim pa gjellene og mest karakteristisk for AGD er multifokale lyse omrader som kalles
«patches» (Adams et al. 2004; Butos et al., 2011; Crosbie et al., 2012; Steinum et al. 2008;
Zilberg & Munday, 2005). Etter kronisk sykdom kan fisken dg av respirasjons- og
sirkulasjonsproblemer (Kent et al., 1988; Nylund et al., 2008; Powell et al., 2008; Steinum et
al., 2008). Histopatologisk karakteriseres AGD hos laks ved hyperplasi og hypertrofi av
epitelceller, samt fusjon av sekundaerlamellene med dannelse av kaviteter kombinert med
tilstedeveerelse av P. perurans (Adams et al., 2004; Butos et al., 2011; Crosbie et al., 2012;
Kent et al., 1988; Roubal et al., 1989; Steinum et al., 2008; Young et al., 2008; Zilberg &
Munday, 2005). De histologiske endringene er assosiert til omradene med de karakteristiske

makroskopiske «patchene» (Adams et al., 2004).

Paranucleospora theridion (syn. Desmozoon lepeophtherii; Freeman & Sommerville, 2009) er
en vanlig parasitt pa laks i Ser-Norge og kan finnes pa fisk uten klare sykdomstegn (Freeman
& Sommerville, 2009; Nylund et al., 2010; Steinum et al., 2010; Sveen et al., 2012). Ved
gjellesykdommer hos laks er det imidlertid observert betraktelig hgyere mengde av parasitten,
noe som tyder pa at den har en rolle i sykdomsforlgpet (Nylund et al., 2011; Steinum et al.,
2010). Det er uvisst om P. theridion er primerarsak til sykdom, men sammen med andre
patogener er den observert i forbindelse med hyperplasi, hypertrofi, betennelse og nekrose pa
gjeller (Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2010). Microsporidien ble fgrst observert som en
hyperparasitt pa lakselus (Lepeophtheirus salmonis) og senere identifisert fra Atlantisk laks
(Freeman et al., 2003; Nylund et al., 2010). Parasitten har de to farste delene av livssyklusen i
laksefisk og siste del av syklusen i lakselus (Freeman & Sommerville, 2009; Nylund et al.,
2010; Sveen et al., 2012). Andre stadiet i livssyklusen til parasitten forekommer i laksens hud

og det er trolig ved beiting pa epidermis at lusen blir infisert (Sveen et al., 2012).

| tillegg til de nevnte patogener blir det ofte observert betydelige mengder av parasitten
Ichthyobodo salmonis pa laks med gjellesykdommer (Isaksen et al., 2011; Todal et al., 2004).
Ichthyobodo spp., er viktige patogener pa oppdrettet atlantisk laks i Norge. Tidligere ble det
antatt at 1. necator (Henneguy, 1883) var euryhalin og infiserte laks i bade ferskvann og
saltvann (Bruno, 1992; Ellis & Wootten, 1978). Etter observasjoner av flere morfologiske- og
starrelsesvariasjoner (Bruno, 1992; Roubal & Bullock, 1987) av Ichthyobodo sp. funnet i
ferskvann og saltvann, ble det i 2004 gjennomfaert molekylare undersgkelser som konkluderte
med at det var to distinkte Ichthyobodo-spp. (Isaksen et al., 2011; Todal et al., 2004). I. necator
infiserer bade gjeller og hud pa laksefisk og er trolig begrenset til ferskvann, mens 1. salmonis
er antatt & vaere den euryhaline arten og infiserer gjellene til Atlantisk laks i ferskvann og
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saltvann (Isaksen et al, 2010; Isaksen et al., 2011). Kliniske tegn pa infeksjon observeres som
blinking («flashing») der fisken praver & klg seg i kar/notveggen og ved at fisken far et gralig
slgr pa dorsale overflater (Isaksen et al., 2010). Parasitten kan forarsake skade pa gjelleepitelet
med hyperplasi av epitelceller og lamellerfusjon, samt gkt antall av slimceller pa
sekundzarlamellene (Bruno, 1992; Ellis & Wootten, 1978). Det er vanlig a finne andre patogener
pa gjellene i tillegg til Ichthyobodo sp., og det kan dermed veere vanskelig & konkludere med at
skadene som observeres er grunnet Ichthyobodo-infeksjon. Videre er Ichthyobodo-lignende
flagellater funnet & ha en sammenheng med AGD, da det er en korrelasjon mellom sykdommen

og mengden av denne parasitten pa gjellene til laks (Bermingham & Mulcahy, 2006).

Epiteliocystis (Hoffman et al., 1969) er en gjellesykdom hos laks som er assosiert med
bakteriene ‘Candidatus (Ca.) Piscichlamydia salmonis’ (Draghi et al., 2004), ‘Ca.
Clavichlamydia salmonicola’ (Karlsen et al., 2008), ‘Ca. Branchiomonas cysticola’ (Toenshoff
et al., 2012) og ‘Ca. Syngnamydia salmonis’ (Nylund et al., 2014). Sykdommen gir epitelial
hypertrofi og i enkelte tilfeller gjellenyperplasi og gjellebetennelse (Draghi et al., 2004;
Mitchell et al., 2013; Nylund et al., 1998; Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2010).
Sykdommen kan karakteriseres ved cystedannelse i gjelleepitelceller observert som hypertrofe
med vakuoler som inneholder store mengder bakterier og der nukleus er presset mot periferien
(Draghi et al., 2004; Hoffman et al., 1969; Nylund et al., 1998; Nylund et al., 2008; Nylund et
al.,2014). Det er foreslatt at ‘Ca. B. cysticola’ er primar patogen i cystene (Mitchell et al., 2013;
Toenshoff et al., 2012). Rollen til ‘Ca. P. salmonis’ i sykdomsutbrudd er usikker, men bakterien
blir observert i starre grad ved utbrudd og antas dermed & ha en sammenheng med epiteliocystis
(Mitchell et al., 2013; Steinum et al., 2010; Toenshoff et al., 2012). Nylig ble en ny art av
Chlamydia beskrevet, ‘Ca. Syngnamydia salmonis’, og assosiert med epiteliocystis hos laks,

men med en ukjent betydning for gjellesykdommer (Nylund et al., 2014).
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Mal for studiet

Malet med dette studiet var a fglge forekomst av gjellepatogener i et hgstutsett av Atlantisk laks
gjennom deler av produksjonsperioden pa Vestlandet. Anlegget er lokalisert i et omrade hvor
gjellesykdommer er hyppig forekommende, og materialet inkluderte hgst 2013 og hele 2014
frem til oktober maned. Videre ble dynamikken i sykdomsforlgpet og forekomst av
gjellepatogener kartlagt. Hovedfokus var pa parasittene Paranucleospora theridion,
Ichthyobodo salmonis, Paramoeba spp., og bakteriene Ca. Branchiomonas cysticola og Ca.
Syngnamydia salmonis. Pa grunn av funn gjort underveis i studiet ble det i tillegg undersgkt for
virusene PRV og SAV.
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Materiale og metode

Fisk, sykdomshistorie og miljedata ble samlet inn fra ett oppdrettsanlegg i Sogn og Fjordane.

Fisken ble fulgt fra utsett i sjg (oktober 2013) med et referanseuttak av fisk rett for utsett

(ferskvann), og til gkende dedelighet i september 2014. Det ble tatt ut 20-30 fisk en gang i

maneden (Tabell 1). Det ble lagt vekt pa a sikre materiale fra bade «svimere» og tilsynelatende

frisk fisk ved uttak.

Tabell 1: Uttak av Atlantisk laks i sjg med et referanseuttak fra ferskvann i perioden oktober 2013 til september

2014. For hvert uttak er det notert antall fisk og registrert gjennomsnittsvekt og -lengde pa fisken.

Dato for uttak: Antall fisk: Vekt (g) Lengde (cm)
03.10.2013 (ferskvann) 20 80 19
15.10.2013 (10 dager i sjz) 12 87 20
21.10.2013 10 119 22
21.11.2013 20 202 26
16.12.2013 10 310 29
17.01.2014 10 344 32
18.02.2014 32 343 31
26.03.2014 30 203 27
04.04.2014 60 512 36
13.05.2014 30 506 36
18.06.2014 30 824 42
23.07.2014 30 1398 49
15.08.2014 30 1685 50
04.09.2014 6 1618 53
17.09.2014 27 1751 54

| perioden 03.10.13-17.09.14 ble totalt 357 atlantiske laks undersgkt, fordelt pa 15 uttak. Fra
oktober 2013 til januar 2014 var en stipendiat ved UiB (Steffen Blindheim) ansvarlig for

uttakene, mens de resterende uttakene og felgelig disseksjon ble utfagrt av Helene K. Kvam.
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Lokalitetsdata

Det undersgkte anlegget er lokalisert i Sogn og Fjordane. Anlegget produserer matfisk av
Atlantisk laks (Salmo salar), disponert pa to 157-meters ringmerder med omtrent 35 meters
dybde. Lokaliteten ligger kystnzrt og apent med relativt hgy salinitet, det vil si lite
ferskvannstilrenning i omradet. Det er varierende bunntopografi med 60-120 meters dyp under
anlegget. Stramforholdene ved lokaliteten er gode med middels sterk stram som hovedsakelig

veksler mellom nordvest og serest i fglge en lokalitetsundersgkelse utfert i 2013.

Det foreligger ingen diagnoser gitt i tidligere generasjoner ved anlegget.

Populasjonsdata

5. 0g 6. oktober 2013 ble det sjgsatt en populasjon av 0-arig smolt av stammen SalmoBreed ved
anlegget. Smolten kom fra et settefiskanlegg i Hordaland fylke. Det er ikke kjent om det var
sykdom og dadelighet under smoltproduksjonen. Vaksinering av smolten ble gjort med Alpha
ject 6 (mot Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum serotype O1 og O2a, Vibrio
salmonicida, Moritella viscosa og infeksigs pankreasnekrosevirus (IPNV)) og Norwax®
Compact PD vet. (mot Pankreassykdom). Fisken ble holdt omkring 600 dggngrader etter

vaksinering for utsett (personlig meddelelse lokalitetsansvarlig).

Smolten ble fordelt pa to merder ved sjgsetting (tabell 1), der merd 1 fikk 253 396 fisk med
gjennomsnittsvekt pa 119 g og merd 2 fikk 143 004 fisk med gjennomsnittsvekt pa 92,4 g. Det

ble ikke differensiert mellom merdene ved uttak av fisk til studiet.

Tabell 2: Utsettinformasjon med merdfordeling av fisk, gjennomsnittlig vekt og biomasse ved sjgutsett.

Merd Antall fisk Snittvekt (g) Biomasse (kg)
1 253 596 119 30 154
2 143 004 92,4 13216

14




Produksjonsdata

Driftsteknikere pa anlegget registrerte daglig dedelighet, sa fremt det var forsvarlig. Utfra disse
dataene og antall sjgsatte fisk, ble det regnet ut akkumulert dgdelighet gjennom uttaksperioden.
Daglig dadelighet ble samlet til total ukentlig dedelighet for & gjere grafen mer oversiktlig.
Sjatemperaturen pa lokaliteten ble malt pa 5-meters dyp, og ukentlig gjennomsnitt registrert. |

tillegg ble overflatetemperatur notert annenhver maned av ansvarlig veteringr.

Fiskenes gjennomsnittlige kondisjonsfaktor ble regnet ut for hvert uttak. Kondisjonsfaktor (K)
er et mal pa fiskens fysiske tilstand og beregnes ut fra forholdet mellom vekt (V = g) og lengde

(L = cm). Fultons formel ble brukt til utregning:

V x 100
K = [E

Uttak av fisk og pregvetaking

Fisk brukt i studiet ble avlivet med slag i hodet for ikke & pavirke analysene i ettertid. | enkelte
tilfeller ble strupen kuttet. Ved bruk av denne avlivningsmetoden er det fare for kontaminering
av prevemateriale fra gjelle og hjerte. Det er derfor notert hvilke fisk dette gjelder. Samme dag
som avlivning ble fisken transportert med bil i omtrent 2,5 timer i isoporbokser med is til
fiskesykdomslaboratoriet ved Universitetet i Bergen (UiB) der analyseprgvene ble tatt. Ved
uttak av praver til histologi, ble de aktuelle fiskene dissekert pa anlegget rett etter avlivning for
a sikre sa ferske prgver som mulig uten begynnende degenerering av vevene. Analysepragver av
disse fiskene ble da tatt samtidig. Alle prgvene (histologi- og analysepraver) ble umiddelbart

plassert pa is.

Fisken ble dissekert kort tid etter uttak, eller lagt pa frys ved - 20 °C dersom det ikke var mulig
a gjennomfare disseksjon samme dag. Vevspraver av gjelle og nyre ble tatt ut og lagret pa
mikrotuber (1,5 mL, Axygen®) ved -20 °C for senere ekstrahering av RNA. 1 tillegg ble det
tatt ut starre prever av gjeller, nyre og hjerte som ble lagret pa -20 °C som «backup» prever
(Nunc, Thermo Scientific). Vevsprgvene ble hentet ut fra tilnsermet samme omrade pa hver
fisk, henholdsvis 2. gjellebue, hodenyre og ventrikkelspiss. Mellom hvert organuttak ble
disseksjonsutstyret desinfisert (etanol og avbrenning) for a hindre kontaminering mellom de
ulike vevene og fiskene. Far organuttak ble det malt lengde (gaffellengde) og vekt pa fisken,
med unntak av fisk brukt til histologi ettersom det ikke var tilgjengelige redskaper for dette pa

anlegget. I tillegg ble makroskopisk patologi notert.
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Rensing av RNA

Til rensing av RNA ble det brukt en metode beskrevet av Devold et al. (2000) med enkelte
modifikasjoner. Analyseprgvene ble homogenisert ved tilsetning av 1000 pL I1so-RNA Lysis
Reagent (5 Prime) og Kjart i TissueLyser LT (Qiagen) i 5 min (50 oscilleringer). Deretter ble
prevene spunnet ned og inkubert i romtemperatur i 15 min. 200 pL kloroform (Sigma-Aldrich)
ble tilsatt og etterfulgt av 15 sek vortex (IKA®), ny inkubering i 5 min og sentrifugering
(Thermo Scientific) i 15 min (12 000 rpm, ~4°C). Under sentrifugering skilles vandig fase med
RNA fra protein og DNA. RNA ble overfert til en ny mikrotube og tilsatt 500 pL isopropanol
(Kemetyl). Den nye blandingen ble deretter vortexet og inkubert i romtemperatur i minst 10
min, etterfulgt av sentrifugering i 15 min (12 000 rpm, ~4°C). Etter sentrifugeringen ble det
dannet en RNA-pellet. Isopropanol ble fjernet og raret ble tilsatt 70 % etanol (1000 pL) (>99,8
%, Sigma-Aldrich) for vasking av pellet fgr det ble sentrifugert i 5 min (9500 rpm, ~4°C).
Etanol (70 %) ble fjernet og vaskeprosedyren gjentatt med 99 % etanol (1000 pL), og etterfulgt
av ~10 min terking av pellet. Tilslutt ble det tilsatt 50-100 pl RNase fritt vann (70°C) (Sigma®),

avhengig av starrelsen pa pellet. RNA-analysene ble lagret pa -20 °C.

Real-time reverstranskripsjon PCR

De rensede RNA pragvene ble undersgkt i en real-time reverstranskripsjon (RT)-PCR reaksjon
for & gi en semikvantitativ fremstilling av maltemplat (RNA) i analyseprgvene. Detektering av
oppformert mal-RNA/templat i reaksjonene genererer et fluoreserende signal som gker
eksponentialt frem til kritiske komponenter tar slutt. Ct-verdi (threshold cycle, terskelverdi) er
et mal pa antall sykluser som ma gjennomfgres far det er oppformert nok maltemplat/RNA for
a na en gitt terskelverdi (Kubista et al., 2006). Terskelverdien i dette studiet ble satt til 0,1 pa
alle utfgrte analyser. Desto lavere Ct-verdien i en preve er, desto hgyere innhold av det gitte
RNA-et er tilstede i prgven.

For real-time RT-PCR analyse ble det brukt buffer (2X RT-PCR) og enzym (25X RT-PCR) fra
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Life Technologies). Primere og prober som ble brukt i
studiet er listet opp i Tabell 3. Det ble for hver tiende reaksjon satt opp negativ rensekontroll

og negativ templatkontroll (NTC), for a undersgke for eventuell kontaminering av

analyseprgvene.
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Tabell 3: Oversikt over primer- og probesekvenser som er brukt i studiet.

Assay

Primere og prober

Referanse

Elongeringsfaktor for laks (ELA)

Forward — CCC CTC CAG GAC GTT TAC AAA

Reverse - CAC ACG GCC CAC AGG TAC A

Probe — ATC GGT GGT ATT GGA AC

Olsvik et al., 2005

Paranucleospora theridion (Nuc)

Forward — CGG ACA GGG AGC ATG GTATAG

Reverse — GGT CCA GGT TGG GTC TTG AG

Probe — TTG GCG AAG AAT GAA A

Nylund et al., 2010

Paramoeba perurans (Neo)

Forward — GCT CGT AGT TGG ATT TTG AAG TTT ACA

Reverse-GGA GAA GTA CAT ATC ACA ACA AAACAC A

Probe - TTATGA CCC CCT TTG TAT TAG

Nylund et al., 2011

Paramoeba spp. (Neo-ny)

Forward - TTG TCA GAG GTG AAATTC TTGGATT

Reverse - TGA AAACAT CTTTGY CAAATGC

Probe — ATG AAA GAC GAACTT CTG

Smerés, 2014

‘Ca. Branchiomonas cysticola’
(Epit)

Forward - GAG TAA TAC ATC GGA ACG TGT CTAGTG

Reverse - CTT TCC TCT CCC AAGCTTATGC

Probe — ACT TAG CGA AAG TTA AGC

Tolas, 2012

Ichthyobodo spp. (Costia)

Forward — ACG AAC TTA TGC GAA GGC A

Reverse —- TGA GTATTC ACT YCC GAT CCAT

Probe — TCC ACG ACT GCA AAC GAT GAC G

Isaksen et al., 2012

Syngnamydia salmonis (Sch)

Forward — GGG TAG CCC GAT ATC TTC AAAGT

Reverse - CCC ATGAGC CGC TCTCTC T

Probe — TCC TTC GGG ACCTTAC

Nylund et al., 2014

Piscine Reovirus (PRV-M2)

Forward - CAA TCG CAA GGT CTG ATG CA

Reverse - GGG TTC TGT GCT GGA GAT GAG

Probe — CTG GCT CAACTC TC

Repstad, 2011

Piscine myocarditt virus (PMCV-2)

Forward — AGG GAA CAG GAG GAA GCA GAA

Reverse — CGT AAT CCG ACATCATTT TGT GA

Probe — TGG TGG AGC GTT CAA

Dette studiet
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Infeksigs lakseanemi virus Forward — TGG GAT CAT GTG TTT CCT GCT A

(ILAV, seg. 7)
Reverse —- GAA AAT CCATGT TCT CAG ATG CAA Plarre et al., 2005

Probe — CAC ATG ACC CCT CGT C-MGBNFQ

Salmonid alfavirus (SAV-nspl) Forward — CCG GCC CTG AACCAG TT

Reverse — GTA GCC AAC TGG GAG AAA GCT Hodneland & Endresen,

2006
Probe - TCG AAG TGG TGG CCA G

Det ble laget en mastermix av 1,96 uL RNase fritt vann, 6,88 pL buffer, 1,10 pL forward og
revers primer, 0,24 puL probe og 0,28 uL enzym. Til sammen rommet blandingen 10,5 puL og
det ble senere tilsatt 2 puL templat (RNA), til et totalvolum pa 12,5 pL. Pravene ble kjort i
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System og Applied Biosystems® 7500 Fast Real-
Time PCR System. Reaksjonene fulgte et «Standard AgPath»-program i henhold til
anbefalinger gitt av AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Life Technologies)-
bruksanvisningen. Programmet innebar revers transkripsjon i 10 min pa 45°C, inaktivering av
revers transkriptase og aktivering av DNA polymerase i 10 min pa 95°C, og 45 sykluser med

amplifikasjon med henholdsvis 15 sek pa 95°C og 45 sek pa 60°C.

Prevalens
Prevalens er antall positive analysepraver delt pa totalt antall undersgkte prgver og oppgis ofte
i prosent (%). Prevalens ble regnet ut for utvalgte patogener pa gjellene ved hjelp av formelen

under:
Antall positive prgver

, , o _ x 100
revalens (%) Totalt antall prgver

Denne metoden for datafremstilling ble benyttet for a gi en oversikt over hvor vanlig
forekomsten av ulike patogener var i studiet. Ved a fremstille dataene i grafer kan en enkelt fa

overblikk over gkt, stabil og redusert tilstedevarelse av patogenene.

Optimalisering, effektivisering og normalisering av real-time RT-PCR analyser
Optimalisering utfares for a finne de primer- (forward og revers) og probekonsentrasjonene av
et gitt assay som gir de beste/laveste Ct-verdiene og samtidig de hgyeste grafene i real-time

RT-PCR analyser. Assayene brukt i dette studiet er optimalisert i tidligere studier og forsgk
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(Tabell 4). Av den grunn ble det kun gjennomfert optimalisering for ‘Ca. Branchiomonas

cysticola’ ettersom assayet hadde svaert lave Ct-verdier ved siste uttak (Ct = 8,2).

Tabell 4: Oversikt over effektiviteten til ulike assay brukt i studiet.

Assay Effektivitet Referanse
Elongeringsfaktor (EFAL ) 1,987 Sveen, 2010

P. theridion (Nuc) 1,9698 Repstad, 2011
Paramoeba spp. (Neo-ny) 2,2295 Smgras, 2014

I. salmonis (Costia) 1,92 Isaksen et al., 2012
Piscine reovirus (PRV-M2) 1,987 Repstad, 2011
Salmonide alfavirus (SAV-nspl) 1,985 Skjold, 2014

Det ble benyttet Standard AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit (Life Technologies)-
konsentrasjoner for buffer, probe og enzym ble benyttet for a bestemme
optimalkonsentrasjonene til primerne. Vannkonsentrasjonen (RNase fritt) varierte for a
opprettholde et standardvolum pa 10,5 pL. De ulike konsentrasjonene som ble brukt for a teste
forward/revers primer i dette studiet var henholdsvis 300/300 nM, 300/600 nM, 300/900 nM,
600/300 nM, 600/600 nM, 600/900 nM, 900/300 nM, 900/600 nM og 900/900 nM. Da den
optimale forward/revers primerkonsentrasjonen var funnet, ble den brukt for & teste
optimalkonsentrasjonen av probe, med konsentrasjoner pa henholdsvis 50 nM, 75 nM, 100 nM,
125 nM, 150 nM, 175 nM, 200 nM og 225 nM. Alle konsentrasjonene for bade primere og
prober ble testet i triplikater.

Ved a anvende en effektivitetstest kan en male hvor godt et assay er til & detektere RNA. Denne
metoden ble gjennomfart ettersom det er enklere & sammenligne resultatene nar en vet at
effektiviteten til de ulike assayene er tilnermet lik. Testen ble utfert ved hjelp av en real-time
RT-PCR analyse og det ble benyttet en fortynningsserie (10°-108) av templat/RNA. Deretter
ble det fremstilt blandinger med de ulike konsentrasjonene fra fortynningsserien, optimalisert
forward og revers primer og probe, i tillegg til standard AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit
(Life Technologies)-konsentrasjoner med buffer og enzym. Til slutt ble det tilsatt RNase fritt
vann i varierende mengder for a justere totalvolumet i blandingen til 10,5 pL. Blandingene ble

kjart i triplikater i real-time RT-PCR. Ct-verdi for hvert triplikat ble deretter plottet inn i en
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standardkurve i Microsoft Excel der stignings- og regresjonstallet til assayet ble fastslatt. Til

utregning av assayeffektiviteten (E) ble formelen under benyttet (Pfaffl et al., 2004):

E = [10— l/stigningstall]

Ved bruk av en kombinasjon av et bestemt assays effektivitet og assayets tilsvarende Ct-verdier,
kan en regne ut densiteten av dette patogenet. Metoden regner ut normalisert uttrykk (NE) og
setter det gitte assayets effektivitet og Ct-verdi opp mot korresponderende verdier fra
referansegenet (elongeringsfaktor, EFAL,). Normalisert genuttrykk (NE) bestemmes ved bruk

av formelen under (Simon, 2003):

(Eref) Ctref

NE = —————
(Emz"al) Ctmal

Det ble regnet ut NE for utvalgte assay, i tillegg til ‘Ca. B. cysticola, i studiet ved hjelp av
tidligere publiserte effektivitetsverdier.

Densitet brukes for & klarlegge tettheten av et bestemt patogen pa et gitt omrade. | dette studiet
er ‘omradet’ definert til tuppene av primarlamellene dorsalt ved «knekken» pa 2. gjellebue.
Mens prevalens kun forteller hvor mange individer som er infisert av et gitt patogen, forteller
densitet hvor mange av et bestemt patogen (RNA-templat) fisken er infisert med. Lave Ct-
verdier av et gitt patogen tyder pa at tettheten av patogenet er hgy, og at infeksjonspresset il
patogenet er tilsvarende hgyt. Likevel trenger ikke et hgyt infeksjonspress (lav Ct)

ngdvendigvis bety at individet som er infisert har utviklet sykdom.

Det normaliserte uttrykket til de ulike assayene ble regnet om til NE-fold. Utregning av NE-
foldsgkning ble gjort ved a sette det normaliserte uttrykket (NE) til hver analyse opp mot minste

NE-verdi gjennom studien ved hjelp av formelen:

NE
NEmin

NEfo1q =

Deretter ble verdiene fra NE-foldsgkning Log2 transformert for a presentere resultatene pa en

oversiktlig mate.
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Sekvensering
Sekvensering er en metode som utnyttes for stadfesting av enten en ukjent eller en bestemt
genfrekvens. Ved bruk av primere for detektering av templat og fluoriserende markerer, kan en

etter endt sekvensering lese av en gitt genfrekvens/fragmenter.

Sekvenseringsprosessen utnytter cONA. Det er derfor ngdvendig a omgjare RNA (brukt i real-
time RT-PCR) til cDNA ved revers transkripsjon (RT). Metoden innebarer blanding av forward
og revers primer (1 pL av hver), RNase fritt vann (4 pL) og templat (4 uL) som tilsettes i
Eppendorf® PCR-rgr (0,2 ml). Prgvene ble spunnet ned og plassert i Applied Biosystems
GeneAmp® PCR Systems 2700 for behandling etter et standard «HP-RT» program (se
appendiks). Programmet ble stoppet etter 5 minutter for tilsetting av RNase fritt vann (7 pL),
M-MLV RT 5x Buffer (5 puL) (Promega), deoksyribonucleotid trifosfat (ANTP, Sigma,
LifeScience) (4 uL) og M-MLV reverse trancriptase (0,5 puL) (Promega) og kjert videre i en
time i henhold til programmet. Etter gjennomfart RT-prosess ble cDNAet overfart til nye 0,2
mL Eppendorf® PCR-rgr og tilsatt RNase fritt vann (16,85 pL), Taqg DNA Polymerase 10x
buffer (2,5 puL) (Promega), dNTP (1,5 pL), forward og revers primer (1 uL av hver) og Taqg-
enzym (0,15 pL) (BioLabs). Blandingen hadde totalkonsentrasjon pa 25 pL. Prgvene ble
deretter forflyttet til Applied Biosystems GeneAmp® PCR Systems 9700 og Kjart etter
«HP50»-standardprogram for PCR (se appendiks).

Det ble gjennomfart gelelektroforese for a kontrollere om det brukte templatet ble detektert av
de valgte primerne. Dette ble undersgkt ved ferst & lage en agarose gel (25 pL) (oppskrift i
appendiks) tilsatt 2,5 L GelRed Nucleic Acid stain (Biotium). Gelen brukte 15 min for & stivne
og ble etterfulgt av tilsetning av TAE-buffer som dekket hele gelen. Deretter ble PCR-produkt
(5 pL) blandet med 6X loading buffer (BigDye®) (1 pL) fer det ble tilsatt i en brenn i gelen. |
tillegg ble det tilsatt SmartLadder (2,5 uL) i den farste brannen som et referansepunkt for antall
basepar (bp) PCR-produktet uttrykte. Falgelig ble gelen tilkoblet 90 V strgm i omtrent 30 min.
Til slutt ble gelen analysert under UV-lys ved bruk av programmet Carestream MI GelLogic

212PRO for syning av bp-band som viste hvor lang sekvensen var (antall bp).

Ved pavist produkt fra PCR-reaksjonen, ble det laget en blanding av PCR-produktet (2,5 pL)
0g EX0SAP-IT® (1 pL) (Affymetrix®) som ble kjart i Eppendorf® Mastercycler Gradient etter
standardprogrammet «Exosap» (se appendiks). Etter endt program ble prevene brukt som
templat i den falgende sekvenseringsreaksjonen med bruk av BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems). Templatet (1 pL) ble tilsatt i to Eppendorf® PCR-rer
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med blandinger av BigDye® (1 pL), BigDye® 5X buffer (1 uL) og RNase fritt vann (6 pL).
Deretter ble det tilsatt forward primer (1 pL) i ett av Eppendorf® PCR-rgrene og revers primer
(1 pL) i det andre Eppendorf® PCR-rgret. Blandingene ble dernest behandlet i Eppendorf®
Mastercycler Gradient i henhold til standardprogrammet «Big» (se appendiks). Da programmet
var ferdig ble prgvene levert til Sekvenseringslaboratoriet ved UiB for prosessering av

gensekvenser.

Det ble gjennomfart sekvensering for P. theridion, P. perurans, ‘Ca. B. cysticola’, I. salmonis,
‘Ca. S. salmonis’, PRV og SAV (Tabell 5).

Tabell 5: Oversikt over primere som ble brukt til sekvensering. Det er i tillegg oppgitt informasjon om antall basepar i
primersekvensene brukt. Tabell med primersekvensene er vedlagt i appendiks. Nuc = P. theridion, Neo = P. perurans, Epit =

‘Ca. B. cysticola’, Costia = I. salmonis, Sch = ‘Ca. S. salmonis’, PRV = piscine reovirus, SAV = salmonid althavirus

Primerkombinasjoner
Assay Forward (F) / Revers (R) Antall basepar (bp)
Nuc Nuc F1 Nuc R1 Ca. 500
Neo Y08-NeoPeru F NP-F12 | Y08-NeoPeru R NP-R11 Ca. 1000
Epit BProto-F1 806 R Ca. 675
BProto-F2 Pic-R1
Costia Cos F1 Cos R6 Ca. 1800
Cos F1 Cos R4 Ca. 1000
Cos F3 Cos R6 Ca. 250
Sch Pic F1 16sB1
16sig F 806 R Ca. 662
Chl-ITS-F1 Chl-ITS-R1
PRV S2-F1 S2-R2 Ca. 1180
S2-F2 S2-R3
SAV F1600 R2357 Ca. 750
F2234 SAV 20R
Histologi

Det ble foretatt anleggsbesgk for a ta ut gjellevev fra tilfeldig utvalgte friske og syke fisk til
histologi. Gjellevevet ble lagret pa modifisert Karnovsky fiksativ (4 °C) (Nylund et al., 1995,
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oppskrift i appendiks) for senere histopatologiske undersgkelser. I tillegg ble histologipraver
fra hjerte og nyre, samt milt og lever fra enkelte uttak, lagt pa modifisert Karnovsky fiksativ (4
°C). Metoden brukes for & observere og registrere endringer i celle- og vevsstrukturer, samt a
identifisere tilstedevaerelse av patogener. Videre ble pravene prosessert i henhold til rettledning
av Techovit® 7100 The Sliceable. Metoden innebeerer fire steg med henholdsvis fiksering og

dehydrering, pre-infiltrering, infiltrering og polymerisering.

Etter filtrering i modifisert Karnovsky fiksativ, ble vevene (maks 3 mm) vasket tre ganger med
grunnmedium (oppskrift i appendiks). Deretter fulgte dehydrering med 70 % etanol og to runder
med 96 % etanol, henholdsvis 30 min per runde. Etter dehydreringen, ble det tilsatt en 50/50
blanding av 96 % etanol og Technovit® 7100 The Sliceable for pre-infiltrering. Blandingen
skal sta i omtrent fire timer, og ble etterfulgt av infiltreringsstadiet som ble stiende i omtrent
12 timer, avhengig av starrelse og hvilket organ prgven er av. Infiltreringsblandingen bestod av
100 mL Technovit® 7100 The Sliceable og ett gram Technovit® 7100 The Sliceable hardner
1. Til innstgping av organene ble det brukt en blanding av Technovit® 7100 The Sliceable

hardner 1 (15 mL) og hardner 2 (1 mL), som matte sta i to timer for & bli polymerisert.

Snittene til histologi ble kuttet ved hjelp av Reichert-Jung 2050 supercut. For best mulig kvalitet
ble stiften trimmet til en fikk en god snittoverflaten av vevet. 8-10 snitt ble laget fra hver stift
og lagt pa objektglass, terket og farget med toluidin-bla. Etter omtrent ett minutt i farge, ble
objektglasset vasket i lunket vann til kun snittene bar farge. Nar de er tarket, limes dekkglass

pa og snittene var klar til & bli mikroskopert.

For undersgkelse av vevene ble Zeiss® Axio Scope.Al med Axiocam 105 color-kamera
benyttet.

Det ble lagt mye vekt pa forstaelse og grundig gjennomgang av histologisnittene for a kunne
utlede en konklusjon om mulig sykdom og tilstedevaerelse av patogener.
Identifisering/karakterisering av ulike patogener er derimot ikke mulig ved kun bruk av
histologi, men sammen med real-time RT-PCR kan en fa en oppfatning av hvilke patogener

som er tilstede.
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Resultat

Lokalitetsdata

Temperatur

Temperaturene ble malt pa 5-meters dyp, og store variasjoner mellom manedene kommer
dermed ikke til uttrykk. 1 tillegg ble overflatetemperaturer notert da den ansvarlige
lokalitetsveterinaeren var pa rutinekontroll pa anlegget. Veteringren hadde rutinekontroll
omtrent annenhver maned, og temperatur ble dermed registrert for oktober (uke 43, 2013),
desember (uke 51, 2013), februar (uke 8, 2014), april (uke 15, 2014) og august (uke 34, 2014).
Temperaturen i juni ble ikke notert. Det ble derimot notert en ekstra temperaturmaling i
begynnelsen av september (uke 36, 2014) pa grunn av et ekstra anleggsbesgk av veterineren.
Til tross for fa malinger fra veterinarrapportene, ble det likevel valgt & bruke malingene bade
fra 5-meters dyp og fra veterinaren, siden det ga et mer helhetlig bilde av temperaturforholdene
ved anlegget. Figur 1 viser stabil temperatur gjennom stort sett hele uttaksperioden ved 5-meters
dyp (bla linje) ettersom temperaturen holdt seg pa 9 °C fra begynnelsen av desember 2013 (uke
49) og til midten av september 2014 (uke 38). Ved starten av studiet ble havtemperaturen malt
til 3 °C som gkte til 8,6 °C i slutten av november. Samtidig viser grafen at det var betydelige
forskjeller i overflatetemperaturene (oransje stolper) med en gradvis redusering fra oktober
2013 og til april 2014. | august og september 2014 ble det malt hgye temperaturer tilsvarende

temperaturen i oktober aret for.
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Figur 1: Oversikt over malte sjgtemperaturer gjennom studiet. Temperaturmalinger pa 5-meters dyp ble
notert hver uke, men overflatetemperaturen ble registrert omtrent annenhver maned.

Populasjonsdata

Dadelighet

Gjennom hele studiet var det generelt lite dgdelighet pa lokaliteten (Figur 2). Fra oktober til
desember 2013 1a akkumulert dedelighet pa 0,5 % ved endt ar. Utover varhalvaret var det
normalt lav dedelighet og appetitten til fisken var normal (lokalitetveteringrens rutinerapport).
Det ble registret enkeltfisk med sar uten seerlig pavirkning pa dedeligheten. I lgpet av perioden
januar til mars (til og med uke 13) ble det kun registrert 5 % akkumulert dgdelighet. Farste uken
i april (uke 14) registrerte anlegget hgy «dgdelighet» (ca. 50 %) i den ene merden. Dette var
grunnet et haveri, og var ikke sykdomsrelatert. Den gjenveerende fisken pa anlegget ble da

fordelt pa de to merdene.

Det ble observert unormal atferd hos fisken i midten av juni. Fisken var kvikk og oppmerksom,
men ble observert svammende mot stremmen. | august registrerte lokaliteten gkt dedelighet
som antas skyldes avlusning (Figur 2). Dgdeligheten vedvarte imidlertid og gkte i ettertid av
behandlingen. Ifelge veterinaerens rutinerapport for oktober (etter avsluttet studie) var

hovedarsaken til dedelighet i perioden trolig gjelleproblemer. Det ble ogsa registrert redusert
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appetitt i denne perioden og obdusert dgdfisk manglet for i mage og tarm (lokalitetveterinaerens

rutinerapport).
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Figur 2: Oversikt over prosentvis dgdelighet (orange) og akkumulert dgdelighet (bl3) ved lokaliteten
gjennom studiet. Dgdelighet i perioden oktober-desember 2013 (uke 41-52) var veldig lav og stabil
(<0,5 %). For a fa grafen mer oversiktlig, ble disse ukene derfor slatt sammen. Det var to
dgdelighetstopper gjennom studiet, henholdsvis i uke 14 og 34. Registrert dgdelighet i uke 14 var ikke
relatert til sykdom, mens dgdelighet registrert i uke 34 trolig var forarsaket av gjelleproblemer.

Det ble ikke blitt stilt noen diagnoser av den ansvarlige veterinzren ved anlegget i lgpet av
uttaksperioden (pers. med. lokalitetsansvarlig og lokalitetveterinarens rutinerapporter). Det har
derimot veert en del lus pa anlegget og behandlinger er blitt iverksatt for & redusere lusetallene

(Tabell 6). I tillegg hadde anlegget en behandling mot bendelorm i mai méned.
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Tabell 6: Oversikt over behandlinger gjort ved anlegget i lgpet av studiet; behandlingstype, medikament og dato for avsluttet

behandling.

Behandling Medikament Sluttdato for behandling
Lusebehandling Releeze vet. 15.11.13 (uke 46)
Lusebehandling SLICE vet. 11.12.13 (uke 50)
Lusebehandling Alpha Max 24.03.14 (uke 13)

Bendelorm Praziquantel 08.05.14 (uke 19)
Lusebehandling H202 19.05.14 (uke 21)
Lusebehandling Releeze vet. 03.06.14 (uke 23)

Kombinasjon:
Lusebehandling Alpha Max & Trident 18.08.14 (uke 34)
Lusebehandling Releeze vet. 13.09.14 (uke 37)

Som det kommer frem i dgdelighetsgrafen, var det gkt dgdelighet i uke 13, 34 og 37,
henholdsvis 2 %, 17,5 % og 1,5 %. Disse ukene samsvarer med noen av ukene det var
lusebehandling pa lokaliteten. Det kan dermed tenkes at den gkte dedeligheten kan veare
pavirket av mekaniske eller kjemiske belastninger pa fisken ved behandling. | uke 34 er det
mulig at fisken ble spesielt pavirket av badebehandling da fisken i denne perioden trolig var

svak pa grunn av darlig gjellehelse.

Fiskepopulasjonsdata

Gjennomsnittlig kondisjonsfaktor ble regnet ut for fisken ved hvert uttak. For laksefisk er en
kondisjonsfaktor starre enn 1,0 tilsvarende til god kondisjon/fysisk tilstand. Som vist i Figur 3
hadde de undersgkte fiskene generelt god kondisjon og var ikke betegnet typiske «svimere»
(kondisjon <1). Utregning av kondisjonsfaktor ble gjort med gjennomsnittlig vekt og lengde pa
alle fiskene ved hvert uttak noe som betyr at enkelte fisk kan ha veert «svimere» uten at det
kommer til uttrykk i utregningen (oversikt over vekt og lengde pa all fisken i studiet finnes i
appendiks). Samtidig ser en at kondisjonsfaktoren mellom hvert uttak er jevn da den stort sett
holder seg mellom 1,05 og 1,15 med kun tre unntak i henholdsvis desember (1,23), juni (1,20)
og august (1,39). Dette tyder pa god og jevn utvelgelse av fisk til uttakene. Videre kan dette
bety at analyseresultatene (prevalens og densitet) ikke pavirkes av betydelig tilstedevearelse av

«svimere» i uttakene, da «tapere» ofte har darligere helse og lett kan bli infisert av patogener.
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Figur 3: Gjennomsnittlig kondisjonsfaktor hos eksaminert fisk.

Real time RT-PCR analyser

Det ble i utgangspunktet undersgkt for patogener som primert infiserer gjeller hos laks
(Paramoeba spp., B. cysticola, S. salmonis og 1. salmonis) og P. theridion i alle uttakene. Ved
uttakene i mars og april ble det observert blgdning og koagel i de fleste fiskenes hjertehule, og
det ble derfor undersgkt for Piscine myocardittvirus (PMCV) og Piscine reovirus (PRV). Det
viste seg at analyseprgvene var positive for PRV, og dette patogenet ble dermed videre
undersgkt for ved hvert uttak. Analyseprgvene var negative for PMCV.

Utover sommeren ble det observert uvanlig atferd pa fiskene i merdene (pers. med.
lokalitetsansvarlig), der fisken stod mot strammen. Atferden var vanskelig a relatere kun til de
undersgkte gjellepatogene til tross for lave Ct-verdier, og det ble av den grunn undersgkt for
flere patogener. Det ble da fokusert pa salmonid alfavirus (SAV), infeksigs lakseanemi virus
(ILAV) og PMCV.

| september gkte dgdeligheten ved anlegget. Etter histopatologiske analyser og observasjoner
av amgbelignende strukturer ble det undersgkt for flere typer amgber (Tetramitus sp. og
Plathyamoeba). Det ble observert store mengder epiteliocyster pa gjellene og pa bakgrunn av
uviss etiologi av ‘Ca. P. salmonis’, ble det i tillegg gjort real-time RT-PCR analyser av denne

bakterien.
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Optimalisering, effektivisering og normalisering

Det ble utfort en optimaliseringstest for assayet «Epit» som detekterer ‘Ca. Branchiomonas

cysticola’. De optimale primer- 0g probekonsentrasjonene er listet opp i Tabell 7.

Tabell 7: Optimaliserte primer- og probekonsentrasjoner for 'Ca. B. cysticola'-assayet. Volumene er notert bade som pL og nM

for hver optimalisering.

Assay Forward primer Revers primer Probe
‘Ca. B. cysticola’ 1,13 uL 2,25 L 0,75 L
300 nM 600 nM 200 nM

Da de optimaliserte konsentrasjonene var fastslatt, ble det gjennomfart en fortynningsserie (10°

—10®) av det brukte templatet som ble kjart i triplikat i real-time RT-PCR analyser. Ct-verdiene

ble brukt til & lage en standardkurve for ‘Ca. B. cysticola’ assayet (Figur 4).

Effektivitetsverdien, stigningstallet og regresjonsverdien til figuren er vist i Tabell 8.
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Figur 4: Standardkurve for ‘Ca. B. cysticola’ -assayet. Verdiene brukt for utregning av
standardkurven ble hentet fra en 10-gangers fortynningsserie fra templat positiv for ‘Ca. B.
cysticola’ utfgrt i triplikater.
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Tabell 8: Stigningstall, regresjonsverdi og effektivitet for 'Ca. B. cysticola' assayet. Effektiviteten er regnet ut ved bruk av
formelen pa side 20.

Assay Stigningstall (y) Regresjonsverdi (R?) | Effektivitet (E)
‘Ca. B. cysticola -3,6652 0,9986 1,8743

Etter effektivitetstesten ble verdiene til E sammen med assayets Ct-verdi brukt for & bestemme
det normaliserte uttrykket til assayet mot referansegenet (EFAL,) (se formel side 20).

Normalisering ble ogsa gjennomfart for assayene til P. theridion, Paramoeba spp., I. salmonis,
PRV og SAV.

Prevalens av undersgkte patogener

Paranucleospora theridion

P. theridion ble registrert allerede ved fgrste sjguttak den 15. oktober 2013. Fisken hadde da
kun gatt ti dager i sjg, men til tross for det var alle fiskene infisert med parasitten (100 %
prevalens). Prevalensen holdt seg stabil gjennom hele studiet, med sma avvik i februar og april
med prevalens pa henholdsvis 94 % og 87 %.
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Figur 5: Prevalens av P. theridion gjennom studiet. Det ble undersgkt for patogenet ved alle uttakene,
bortsett fra kontrolluttaket i oktober da parasitten ikke er kjent & forekomme i ferskvann. n = antall
underspkte fisk.
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Paramoeba spp.

Analyseprgver ble testet bade for Paramoeba spp. og spesifikt for P. perurans. Undersgkelser
av P. perurans viste lav, henholdsvis 10 og 6 %, eller ingen tilstedevarelse av amgben gjennom
hele studiet. Paramoeba spp. var derimot svakt til moderat positiv i ni av de femten uttakene,
med hgyest prevalens i mai maned (37 %). Til tross for hgy prevalens i mai viste analyser av
de fire neste uttakene ingen tilstedeverelse av Paramoeba spp. Under siste uttak i september

ble det igjen registrert moderat prevalens av parasitten (29,6 %).

Prevalens av Paramoeba spp.
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Figur 6: Prevalens av P. perurans (oransje) og Paramoeba spp. (bld) gjennom studieperioden. Det ble ikke
undersgkt for amgbene ved kontrolluttaket i oktober da de kun er kjent fra marint miljg. Analysene for P.
perurans var stort sett negative gjennom studiet, og det ble derfor ikke undersgkt for parasitten ved andre
uttak i oktober heller. n = antall undersgkte fisk

‘Ca. Branchiomonas cysticola’

Allerede under farste uttak fra sjg i oktober var det hgy prevalens av ‘Ca. B. cysticola’ pa
gjellene til de undersgkte fiskene. Etter oktober ble det observert en redusert prevalens frem til
januar/februar, og deretter en gkning som nadde 100 % prevalens av bakterien i mai.
Prevalensen holdt seg stabil ut resten av studiet.

31



Prevalens av 'Ca. B. cysticola’
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Figur 7: Prevalens av 'Ca. B. cysticola' gjennom studiet. Det ble undersgkt for patogenet ved alle
uttakene, bort sett fra kontroll uttaket i oktober da bakterien ikke er kjent a forekomme i
ferskvann. n = antall undersgkte fisk.

‘Ca. Syngnamydia salmonis’

Tilstedeveerelse av ‘Ca. S. salmonis’ ble stort sett funnet gjennom hele studiet med overveiende
lav eller ingen tilstedeveerelse av bakterien. | de positive uttakene varierte prevalensen fra lav
(3,3 %) til moderat (40 %), mens den ved siste uttak var pa 52 %.
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Figur 8: Prevalens av 'Ca. S. salmonis' gjennom studiet. Det ble undersgkt for patogenet ved alle
uttakene, bort sett fra kontroll uttaket i oktober da bakterien ikke er kjent a forekomme i
ferskvann. n = antall undersgkte fisk.
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Ichthyobodo salmonis.

Ichthyobodo-assayet som er benyttet i studiet fanger opp bade ferskvanns- og saltvannsarter av
slekten. Som nevnt i introduksjonen er I. salmonis en euryhalin parasitt. | kontrolluttaket fra
ferskvann ble parasitten registrert med en prevalens pa 95 %. Den hgye prevalensen i ferskvann
og med tanke pa redusert prevalens til 10 % ved farste uttak fra saltvann, kan skyldes at assayet
registrerte store mengder av en ferskvannsart av I. necator. Videre i studiet var forekomsten av
parasitten i varierende grad ettersom prevalensen viste seg a ‘svinge’ mellom 15-80 %. Ved de

siste uttakene var prevalensen naermere 100 %.
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Figur 9: Prevalens av I. salmonis gjennom studiet. Det ble undersgkt for parasitten ved alle uttakene i
studieperioden. n = antall undersgkte fisk.

Piscine reovirus (PRV)

I mars ble det observert blgdning og koagel i hjertehulen hos tilneermet alle de eksaminerte
fiskene, og det ble derfor undersgkt for PRV. Analysene viste en prevalens av viruset pa 100
%. Etter funnene i april ble det gjort videre undersgkelser av PRV gjennom studiet, bade far og
etter april maned. Analyser fra tidligere maneder viste at PRV farst forekom/opptradde i
desember med 50 % prevalens og deretter gkte til 100 % prevalens i mars. | de resterende

manedene holdt prevalensen av PRV seg stabil pa 100 % til september da studiet ble avsluttet.
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Prevalens av PRV
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Figur 10: Prevalens av Piscine reovirus (PRV) gjennom studieperioden. Viruset ble undersgkt ved
alle uttakene bortsett fra to, da disse uttakene var mellom to analyser som viste ingen
tilstedevaerelse av patogenet. n = antall undersgkte fisk.

Salmonid alfavirus (SAV)

Det ble gjort sporadiske undersgkelser for tilstedeveerelse av SAV tidlig i studiet uten pavisning
av viruset. | august ble det gjort en ny undersgkelse for viruset pa grunn av gkt dedelighet ved
anlegget. Analysene viste en prevalens pa 10 %, og det ble besluttet & undersgke for SAV
videre. 1 tillegg ble det gjort undersgkelser for SAV i tidligere uttak for & finne ut nar
tilstedeveerelse av viruset farst forekom. Farste forekomst ble registrert i juni. Ved siste uttak i
studiet hadde SAV-prevalens nadd 85,2 %.
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Figur 11: Prevalens av salmonid alfavirus (SAV) gjennom studiet. Dette patogenet ble undersgkt ved
utvalgte uttak, da forekomst av viruset fgrst opptradde i juni. n = antall undersgkte fisk.
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Andre patogener

Det ble gjennomfart sporadiske undersgkelser for Piscine myocardittvirus (PMCV), Infeksigs
lakseanemi virus (ILAV), ‘Ca. Piscichlamydia salmonis’ (Pch) og ameber som Tetramitus sp.
(TSSU) og Plathyamoeba sp. (Plathy). Som nevnt ble det undersgkt for PMCV etter uttaket i
mars pa grunn av blod og koagel observert i hjertehulen til de eksaminerte fiskene. Analysene
viste at ingen av fiskene var positive for dette patogenet. Det ble i tillegg undersgkt for viruset
i uttakene fra januar, april, juli, august og september. Viruset ble kun pavist i juli med en sveert
lav prevalens (7 %). Det ble undersgkt for ILAV i ni av uttakene. Tilstedeveerelse av viruset ble
forst registrert i mars. Videre ble det registrert sveert ‘svingende’ prevalens med en topp pa 43
% prevalens i juli, for dermed & ha 0 % prevalens i august og opp igjen til 33 % prevalens ved
farste uttak i september.
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Figur 12: Prevalens av Piscine myocardittvirus (PMCV), infeksigs lakseanemivirus (ILAV), Tetramitus sp. (TSSU), Plathyamoeba
(Plathy) og 'Ca. P. salmonis' (Pch) ved enkelte uttak. Det ble ikke gjort undersgkelser av patogene i 2013 og det ble derfor valgt a
unnlate disse manedene i grafen. PMCV og ILAV ble sporadisk undersgkt gijennom studiet (januar, mars, april, juli, august &
september). Tssu ble undersgkt ved to uttak, henholdsvis i august og ved siste uttak i september. Det ble undersgkt for Plathy
og Pch kun i siste uttak i september. n = antall undersgkte fisk.

Etter histopatologiske observasjoner av amgbe-lignende strukturer fra siste uttak i september,
ble det besluttet & kjere analyser for TSSU og Plathy. Real-time RT-PCR analysene viste
henholdsvis 18,5 % og 0 % prevalens av amgbene. | august ble ti fisk undersgkt for

tilstedevaerelse av TSSU. Analysene registrerte fire positive individer.
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Ettersom real-time RT-PCR analyser ikke viste tilstedeverelse av PMCV, bortsett fra ved et
uttak, blir ikke dette patogenet undersgkt videre eller diskutert. Den ene positive prgven hadde
i tillegg Ct-verdi pa 36,8 som blir betraktet som verdier hos fisk som er berere for patogenet.
ILAV ble registrert fra fem uttak i studieperioden. Ct-verdiene fra hvert av de positive uttakene
var over 32, og infisert fisk blir betraktet som patogenberere. Dette viruset blir heller ikke

diskutert videre da det med liten sannsynlighet har pavirket dedelighet i fiskebestanden.

Densitet av undersgkte patogener

Paranucleospora theridion

Densiteten av parasitten gjennom studiet viste seg a veere mer varierende enn prevalensen. Fra
utsett i oktober og til november var det betydelige mengder av parasitten i infisert fisk, etterfulgt
av en nedgang frem til mai. Fra mai til september var det en ny gradvis gkning med en topp i

det nestsiste uttaket. Ct-verdiene til parasitten var i siste uttak 20,1.

Densitet av P, theridion

25
10/10 6/6 27/27

20/20
10/10 /10/10 30/32 30/30 30/30
10/10 | 30/30 30/30
15
52/6030/30
10
5
0
NN NG
‘QQJ

Log2-NE-fold

’Z} © &\\ @’b\ 0(.\\ \\)\

<
& & F @R N N
F&SSES T P&
NN IR « & &
(O OEERNERN & &
(_)Q/ (,)Q/
2013

° 2014
Maned for prgveuttak

Figur 13: Densitet av P. theridion gjennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og
prensentert som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik. Tallverdiene over
sgylene er prevalens av patogenet.
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Paramoeba spp. og P. perurans

Det ble ikke regnet ut densitet for P. perurans ettersom parasitten kun ble funnet i to av

uttakene. Gjennomsnittlig Ct-verdi var da 34,1 i desember og 22,5 i februar.

Paramoeba spp. viste varierende densitet gjennom studieperioden. Hayest densitet ble malt i
februar og siste uttak i september. Tetthetstendensen viste gradvis gkning fra oktober til februar,
etterfulgt av en lignende nedgang frem til juni. Fra juni ble det ikke registrert tilstedeveerelse av
amgben for ved siste uttak i september (Ct 18,3), da den hgyeste gjennomsnittsdensiteten av
amgben gjennom studien ble malt.
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Figur 14: Densitet av Paramoeba spp. gjennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og

prensentert som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik. Tallverdiene over
sgylene er prevalens av patogenet.

‘Ca. Branchiomonas cysticola’

Undersekelser viste svert varierende densitet av ‘Ca. Branchiomonas cysticola’ de ni fgrste
manedene (oktober 1 —mai), med de laveste forekomstene i farste sjguttak i oktober, november
0g mai. Etter mai gkte densiteten av bakterien betraktelig og flere av fiskene i de siste uttakene
var svert infiserte (Ct < 10). Sammenlignet med de andre undersgkte patogenene, var fisken

sterkest infisert med ‘Ca. Branchiomonas cysticola’ fra juni og til siste uttak.
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Densitet av 'Ca. B. cysticola'
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Figur 15: Densitet av ‘Ca. B. cysticola’ giennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og

prensentert som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik. Tallverdiene over
s@ylene er prevalens av patogenet.

‘Ca. Syngnamydia salmonis’

Det ble ikke regnet ut NE-foldsekning av ‘Ca. Syngnamydia salmonis’. Effektiviteten til
assayet brukt for & detektere bakterien har ikke blitt beskrevet i tidligere studier, og pa grunn
av manglende tid ble det heller ikke gjort i denne studien. Istedenfor er gjennomsnittlig Ct-verdi
plottet i Tabell 9. Tabellen ma ikke sammenlignes direkte med densitetgrafene for de andre
patogenene, da de oppgitte verdiene er fremstilt ulikt. Ct-verdiene for bakterien er sveert hgye
(Ct > 30) og viser antagelig en barertilstand hos de infiserte individene. | desember og februar
ble de laveste gjennomsnittsverdiene for bakterien malt, med Ct-verdi pa henholdsvis 28,4 og
26,1.
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Tabell 9: Densitet av ‘Ca. S. salmonis’ gjennom studieperioden. Gjennomsnittlig Ct-verdi og prevalens for alle uttakene.

‘Ca. S. Antall positive/antall
salmonis’ Ct-verdi undersgkt
Oktober 2 33,9 2/10
November Neg 0/10
Desember 28,4 3/10

Januar 35,1 4/10

Februar 26,1 4/32

Mars 31,8 4/30
April 33,9 20/60
Mai 35,2 3/30
Juni 37,1 1/30
Juli Neg 0/30
August 35,4 3/30
September 1 Neg 0/6
September 2 30,9 14/27

Ichthyobodo salmonis

I. salmonis ble detektert med varierende densitet i alle uttakene gjennom studieperioden. De
laveste tetthetene av parasitten ble malt i november og januar (Ct > 30). Etter mai maned gkte
densiteten frem til september, med et svakt fall i august og ved siste uttak i september. Generelt
holdt gjennomsnittlige Ct-verdier for mai til september seg under 24. Enkelte individer viste
seg a veere svart infiserte (Ct < 10), mens flertallet av fiskene hadde Ct-verdier mellom 10 og
20 fra juni og ut studieperioden. De lave Ct-verdiene forteller at fisken var betydelig infisert av

I. salmonis.
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Figur 16: Densitet av I. salmonis gjennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og
prensentert som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik. Tallverdiene over
sgylene er prevalens av patogenet.
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Piscine reovirus

Densitet av PRV gkte gradvis fra desember til april, etterfulgt av en reduksjon i mai og juni.
Juli viste hgyest tetthet av viruset gjennom studieperioden (20,2), men variasjonen i Ct-verdier
fra positive uttak var ikke signifikant ettersom verdiene la mellom 20,2 og 25,1. Med andre ord,
fisken var moderat infisert av PRV fra desember (2013) til september (2014).
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Figur 17: Densitet av PRV gjennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og prensentert
som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik. Tallverdiene over sgylene er
prevalens av patogenet.

Salmonid alfavirus

SAV-densitet gkte kraftig fra forste positive uttak i juni og til uttaket i juli (Ct 33,0 — 28,9)
etterfulgt av ytterligere gradvis gkning frem til siste uttak i september.
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Figur 18: Densitet av SAV gjennom studieperioden. Densitet er regnet ut fra NE og
prensentert som Log2-transformerte verdier. Sgylene inkluderer standardavvik.
Tallverdiene over sgylene er prevalens av patogenet.
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Andre patogener

Undersgkelser av ILAV, PMCV, Tetramitus spp. og ‘Ca. P. salmonis’ viste lav densitet av alle
patogenene. Densitet av ILAV 1a mellom 32,1 og 36,5 i de positive uttakene (mars, april, juli,
september), med hgyeste tetthet i juli. PMCV ble kun detektert i ett uttak (juli) og viste Ct-verdi
pa 36,8. Densitet av Tetramitus spp. viste Ct-verdier pa 34,9 og 35,6 i henholdsvis august og
september. Lavest Ct-verdi ble malt for ‘Ca. P. salmonis’ i siste uttak (Ct 27,0).

Sekvensering

Det ble gjennomfart sekvensering for patogenene som viste hgy tilstedeveerelse (prevalens) og
lave Ct-verdier. De aktuelle patogenene var P. theridion, Paramoeba spp., ‘Ca. B. cysticola’,
‘Ca. S. salmonis’, I. salmonis, PRV og SAV. Resultatene fra sekvensering viste gensekvenser
av ‘Ca. B.cysticola’, ‘Ca. S. salmonis’, I. salmonis og PRV fra de utnyttede templatene (Tabell
10). Patogenene var tilneermet 100 % lik til publiserte gensekvenser, samt at noen av sekvensene

viste likhet til flere gensekvenser.

Tabell 10: Sekvenseringsresultat. Viser oversikt over malpatogen, accession nummer, antall nukleotider sekvensen innehar og

likheten til tidligere identifiserte sekvenser (ac. no.).

Malpatogen Accession nummer (ac. no.) | Nukleotider (nt) | Segmentlikhet
‘Ca. B. cysticola” | JN807444 675 100 %
‘Ca. S. salmonis’ | EU326493 662 99 %
KF768762
KF768763
I. salmonis JQ613341 898 100 %
AY229973
AY 224686
JQ613342
PRV (segment 2) | HG329937 1180 100 %
HG329921

De resterende undersgkte patogenene ga av ulike grunner ikke PCR-produkt. En av grunnene
til uteblitt gensekvens kan veere at densiteten til patogenet ikke var hgy nok i det undersgkte
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templatet. En annen grunn kan vere at det ble benyttet primere som ikke var spesifikke for de

aktuelle patogenene som var tilstede i templatet.

Patologi

Observert patologi, bade utvendig og innvendig, ble notert ved disseksjon av den eksaminerte
fisken i perioden februar til september. Generelt virket fisken frisk uten serlig ytre patologi.
Det ble observert enkelte fisk med skjelltap og sar i tillegg til noen med erosjon pa dorsal- og
caudalfinner (Figur 19). Ved uttakene i februar, mars og mai var det noen fa «pinner» og typiske
«taper-fisk». Dette er fisk som av ulike grunner ikke har klart & ta til seg naering og dermed ikke
har vokst normalt. De observeres derfor ofte som veldig slanke og avlange. | flere av disse

fiskene ble det ogsa observert bendelorm.

Figur 19: Skjelltap og sar hos en «taperfisk» fra uttaket i juni (5180614)

| lgpet av studiet ble det generelt observert lite patologi pa gjellene. Ved disseksjon fra uttakene
i april og mai, ble det registrert store mengder blod og koagel pa gjellene til flere av fiskene.
Dette skyldtes trolig avlivningsmetoden (slag mot hodet). Ellers ble det kun registrert noen fisk
med slimete gjeller, og enkelte med nekroser og sprikende primarlameller frem til september.
Ved uttakene i september ble det i tillegg observert punktblgdninger og bleke gjeller med

blgdning hos enkelte av fiskene.
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Figur 20: Patologi observert pa gjellene fra uttakene i september. Bildene viser punktblgdning, nekrose, blgdning og
misfarging av gjellene.

Blod, koagel og veske i hjertehulen var det patologiske funnet som oftest ble observert ved
eksaminering av fisken. Denne patologien ble forst registrert i mars og vedvarte ut
studieperioden og var tilstede i tilneermet alle undersgkte fisk. | lgpet av sommeren ble det i
tillegg notert blgt muskulatur i fiskene. Muskulaturpatologi kan vare lett pavirkelig av frysing

etterfulgt av opptining. Det var derfor vanskelig a vite om dette var artefakter.

e

Figur 21: Blod og koagel observert i hjertethulen til fisk fra uttaket i april (S040414).

Ved eksaminering ble leveren ofte observert som misfarget enten gulig, radlig eller brunlig,
eller med en kombinasjon av disse fargene. I tillegg ble det i noen tilfeller observert prikker pa
leveren som kunne ligne pa punktblgdninger, og i enkelte tilfeller observert
«fiberdrag»/krystallisering. Som oftest var det vanskelig & stadfeste om den observerte
patologien skyldtes sykdom, eller om det var post-morterielle forandringer.
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Figur 22: Leverpatologi observert hos fisk fra uttak i april (5040414) og september (5170914).
Gulig misfarging, «fiberdrag», prikker og misfarging kunne observeres.

I enkelte uttak ble det i tillegg til den nevnte patologien observert betente organer i de
undersgkte fiskene. Hovedsakelig gjaldt dette baktarmen, men i noen tilfeller ble pylorus

observert som regd og uten serlig fettvev rundt, samt forstgrret milt. Hos enkelte fisk ble det

ogsa observert blgdninger i og rundt tarm og pylorus.
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Figur 23: Betente organer hos fisk fra uttak i juni (S180614) og september (5170914). Betennelse i baktarm og blgdning og
betennelse i bukhulen.
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Histologi

Praver til histologi ble tatt ut fire ganger i lgpet av studiet, henholdsvis i januar, juli, august og
september. Grunnet gkende dgdelighet i september, ble det fokusert pa histologi av gjellene fra
det siste uttaket. Det ble i tillegg tatt ut hjerte, nyre, milt og lever til histopatologiske
undersgkelser fra fem fisk ved siste uttak (S170914 1-5). Innstgping og farging av disse vevene
ble ikke tilfredsstillende for histologiske undersgkelser, og det ble dermed valgt ikke a gjare

videre analyser.

Gjelle

De fleste fiskene hadde «lifting» av epitelcellene, «klubbing» av sekundarlamellene og
blgdninger blant annet i uttrykk av «ballonger». Generelt var gjellehelsen sveert darlig (Figur
29-31) og det ble observert mye hypertrofi, hyperplasi og nekroser av cellekjerner.
Cellekjernene var ofte avrundet og pyknotisk, mens den i andre tilfeller var opplgst (degenerert)
og ble observert som mange sma kjerner enten samlet sentralt i cellen eller helt perifert.
Hypertrofi og —plasi ble stort sett registrert av epitelcellene. 1 noen tilfeller ble dette ogsa

observert i slimceller ofte med migrering ut mot gjelletuppene.

e D .

Figur 24: Sekundzerlameller med «ballong» (rgd pil) og «lifting» (svart pil). Fisk nr. 2 fra
septemberuttaket (5170914). Objektivet har 20x forstgrrelse.
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Figur 25: Sekundzrlameller med «klubbing» apikalt (svart pil). Fisk nr. 4 fra septemberuttaket
(5170914). Objektivet har 20x forstgrrelse.

Figur 26: Epitelceller med degenerasjon.Cellene viser ulike stadier av degenerasjon der noen er
pyknotisk (svart pil) og andre har opplgst cellekjerne (rg@d pil). Fisk nr. 1 fra septemberuttaket
(5170914). Objektivet har 40x forstgrrelse.
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Figur 27: Sekundaerlameller med hypertrofi (svart pil) og hyperplasi (rgd pil). Fisk nr 5 fra
septemberuttaket (5170914). Objektivet har 40x forstgrrelse.

I tillegg til histopatologiske endringer, ble det i enkelte snitt observert tilstedeveerelse av
patogener. Det er ikke mulig a identifisere patogener kun ved histologiske observasjoner, men
ved & sammenligne observasjonene med real-time RT-PCR analysene er det mulig a resonnere
seg frem til hvilket patogen det trolig kan vaere. Observasjoner gjort ved histologi tydet pa stor
tilstedeveerelse av epiteliocystis-lignende celler med hypertrofiske celler der kjernen var
dislokalisert til periferien (Figur 28). | tillegg var det i flere av cellene mulig a skimte
tilstedeveerelse av bakterielignende strukturer. Ved sammenligning med real-time RT-PCR
analysene som viser enkelte fisk med svert lav Ct-verdi (Tabell 11), kan det tyde pa at
observasjonene gjort faktisk var av epiteliocyster. Det ble ogsa gjort observasjoner av bakterie-
lignende strukturer i blod like utenfor sekundaerlamellene (Figur 29). Det ble ikke gjort videre
undersgkelser av hva dette kunne veere. Tilstedevarelse av amgber ved real-time RT-PCR viste
seg a veere lav. Det var kun 4 av 20 amgbeundersgkte (neo-ny, neo, Tssu og plathy) prgver som
var positive, og av disse hadde 3 av 4 veldig hgye Ct-verdier (lav tilstedeveerelse). Til tross for
hgye Ct-verdier og manglene forekomst i real-time RT-PCR resultatene, ble det i enkelte
histologisnitt observert amgbelignende strukturer (Figur 30-31). Dette kan tyde pa at
strukturene observert enten ikke var amgber eller at real-time RT-PCR assayene ikke detekterte
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lav tilstedeveerelse av amgbene. Lave Ct-verdier av bade P. theridion og I. salmonis tilsier at

det burde vert mulig a observere disse parasittene i histologiske gjellesnitt. Likevel ble verken

P. theridion eller I. salmonis observert i undersgkelser av de fem fiskene.
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Figur 28: Epiteliocystis-lignende celler (svart pil). Cellene viser hypertrofi Figur 29: Bakterie-lignende stukruter (svart pil). Fisk nr 3 fra
med dislokalisert kjerne. Fisk nr 1 fra septemberuttaket (5170914). septemberuttaket (5170914). Objektivet har 40x forstgrrelse.

Objektivet har 40x forstgrrelse.

Figur 30: Kavitet med amgbelignende struktur i gjellevevet til fisk nr 2 Figur 31: Kavitet med amgbelignende struktur i gjellevevet til
fra septemberuttaket (5170914). Objektivet har 40x forstgrrelse. fisk nr 2 fra septemberuttaket (5170914). Objektivet har 40x
forstgrrelse.
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Tabell 11: Oversikt over Ct-verdiene til undersgkte patogener ved siste uttak (S170914). Den samme fisken ble provetatt til
histologi. Rutene er gitt fargekoder for & skille Ct-verdiene — mark lilla = lav Ct (0-9,9), rosa = middels lav Ct (10-19,9), lys
lilla = middels hgy Ct (20-29,9), gul = hgy Ct (30-->). Nuc = P. theridion, Neo-ny = Paramoeba spp., Neo = P. perurans, Epit
= ‘Ca. B. cysticola’, Costia = I. salmonis, Sch = ‘Ca. S. salmonis’, PRV = piscine reovirus, SAV = salmonid alfavirus, Pch =
‘Ca. P. salmonis’, TSSU = Tetramitus sp., Plathy = Plathyamoeba sp.

Fisk Nuc | Neo-ny | Neo Costia | Sch | PRV | SAV | Pch | Tssu | Plathy
nr.

1 Neg Neg Neg | 21,9 | 27,5 | Neg | 36,0 | Neg

2 Neg Neg 29,8 | 22,1 | 29,6 | Neg | Neg | Neg

3 225 | 20,2 Neg 28,0 | 234 | 30,1 | Neg | 35,2 | Neg

4 20,8 | Neg Neg 35,6 [ 244 | 23,6 | Neg | 36,6 | Neg

5 26,8 | Neg Neg Neg | 21,4 | 26,4 | Neg | Neg | Neg

Andre organer
Det ble ikke utfert histopatologiske undersgkelser av hjerte, nyre, milt og lever pa grunn av

manglende tid og delvis ujevn infiltrering og farging av snittene.
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Diskusjon

Dette arbeidet er et longitudinelt studium av tilstedevaerelse av utvalgte gjellepatogener i en
produksjonssyklus av hgstutsatt smolt. Studien er konsentrert om fglgende patogener:
Paranucleospora theridion, lchthyobodo salmonis, Paramoeba spp., ‘Ca. Branchiomonas
cysticola’ og ‘Ca. Sygnamydia salmonis’, og hensikten er a beskrive hvordan disse varierer i
prevalens og densitet gjennom den marine produksjonssyklusen for Atlantisk laks pa
Vestlandet. Tidligere studier har vist at temperatur er viktig for variasjon i P. theridion, og
studier fra andre land indikerer at temperatur ogsa kan vere viktig for variasjon i Paramoeba
spp. (Adams & Nowak, 2003; Clark & Nowak, 1999; Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2008;
Sveen et al., 2012). Temperaturutviklingen gjennom studieperioden er derfor grundig diskutert.
| tillegg ble det undersgkt for enkelte andre patogener, deriblant piscine reovirus (PRV) og
salmonid alfavirus (SAV), i utvalgte uttak basert pa utviklingen i anlegget, som vil si klinikk

hos utvalgte fisk som kunne indikere tilstedevarelse av virus.

Temperatur

Sommeren 2014 var en uvanlig varm periode i hele landet med gjennomsnittlige
manedstemperaturer pa 0,3 — 4,3 °C over normaltemperatur (Meteorologisk institutt, 2014).
Varmest var det i juli da manedstemperaturen var 4,3 °C over normalen for tidligere ar, og det
ble satt ny rekord med en hel grad (1 °C). Normalt vil de hgye lufttemperaturene gjenspeiles i
havtemperaturene, spesielt i overflatevannet. | dette studiet ble det kun gitt informasjon om
temperatur pa 5-meters dyp pa studielokaliteten. Temperaturen fra 5-meters dyp viste 9 °C
gjennom nesten hele studiet, desember 2013 til oktober 2014. Det kan mistenkes at disse
malingene ikke er helt korrekte, ettersom det ble meldt om svert hgy lufttemperatur i

sommermanedene 2014.

Optimal temperaturen for Atlantisk laks kan variere med alder og sterrelse, samt med tanke pa
hvilke parametere som males. Det er vist at optimal temperatur for vekst hos oppdrettslaks er
pa rundt 13 °C, mens forutnyttelse er best pa rundt 9-10,5 °C (Hadeland et al., 2003; Thodesen
et al., 1999). Det kan derfor tenkes at laksen i anlegget ville holdt seg over 5-meters dyp
ettersom temperaturmalingene i disse vannmassene var i det nedre sjiktet av fiskens

optimaltemperatur.
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Det ble ogsa brukt overflatetemperaturer notert av ansvarlig veteriner pa lokaliteten i studien.
Disse temperaturene ble notert annenhver maned og gir dermed ikke et helhetlig bilde av
temperaturvariasjonene. Det ble heller ikke notert temperaturer i sommermanedene (mai-
august) nar sjgtemperaturene mest sannsynlig var hgyest. Utfra malingene brukt i studiet er det
derfor ikke mulig a vite nar temperaturene begynte & gke. Men ifglge en lokalitetsundersgkelse
utfart for lokaliteten i 2013, ble det konkludert med at laveste sjgtemperatur for omradet rundt
anlegget normalt forekommer i mars-april. Det er derfor naturlig & anta at temperaturene
begynte & gke fra mai-juni. Infeksjon og sykdomsutbrudd forekommer ofte ved okte
sjgtemperaturer (Kvellestad et al., 2005; Nylund et al., 2011; Steinum et al. 2008; Steinum et
al., 2010).

Dadelighet i anlegget

Det ble generelt registrert lav dedelighet i anlegget gjennom hele studiet. Prosentvis 1a
dadeligheten hovedsakelig mellom 1-2 (%). | april og august maned, henholdsvis uke 14 og 34,
forekom det derimot avvik da det ble registrert tap og dgdelighet av fisk pa 25,5 % og 17,5 %.
Tap av fisk i april skyldes hovedsakelig et havari ved anlegget.

Beregnet kondisjonsfaktor ved hvert uttak viste god og jevn kondisjon pa fisken gjennom hele
studieperioden. Kondisjonsfaktor baseres pa antagelser om at vekt og lengde er i direkte
korrelasjon og dermed at tyngre fisk med en gitt lengde har bedre kondisjon enn en lettere fisk
av samme lengde (Datta et al., 2013; Refstie et al., 1998; Sutton et al. 2000). Kondisjon kan
dermed reflektere fiskens spisevaner og férutnyttelse. Ved enkelte sykdommer kan det
observeres redusert appetitt og mangel pa for i mage og tarm (McLoughlin et al., 2002;
McVicar, 1987). Da det ble registrert gkt dgdelighet ved anlegget i august-september, ble det
malt en signifikant reduksjon i kondisjonsfaktor hos fisken (fra 1,39 til 1,08). Veterinaeren
meldte i tillegg om observasjoner av darlig appetitt, som dermed kan tyde pa mulig sykdom ved
anlegget. Likevel forble kondisjonsfaktoren med en verdi over 1, som ifalge studier utfart pa
«spotted snakehead» og Atlantisk laks er god kondisjon (Datta et al., 2013; Todd et al., 2008).

Mulige fysiske arsaker til dedelighet pa studielokaliteten
Farst og fremst er god smoltkvalitet viktig og en forutsetning ved sjgutsett av fisk. Darlig

smoltkvalitet, manglende smoltifisering og lav terskel for handtering, kan fare til stor
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dadelighet umiddelbart etter overfgring til marint miljg (Strandmeyer, 1994). Med tanke pa lav
registrert dedelighet (<0,5 %) ved anlegget i lopet av de forste manedene i1 sjo, har

smoltkvaliteten antageligvis veert generelt god.

| lapet av produksjonssyklusen ble det registrert flere tilfeller med lakselus, og behandling ble
iverksatt etter lovverket (Forskrift om lakselusbekjempelse, 8 8, 2013). | etterkant av
behandlinger er det vanlig a observere noe gkt dgdelighet (personlig observasjon). Det var ogsa
tilfellet ved det undersgkte anlegget. Dadeligheten var som oftest ikke seerlig markant og la
mellom 1-2 % i etterkant av behandling. Ved avlusning i august ble det derimot observert 17,5
% dgdelighet. Behandlingen brukt var en kombinasjonsbehandling med Alpha Max og Trident.
Kjemiske lusebehandlinger kan medfgre store belastninger og gkt stress hos fisken noe som
igjen kan pavirke immunforsvaret til salmonider. Laks og regnbuegrret som blir utsatt for stress
over lengre perioder er vist & fa redusert immunrespons, med mulig pafglgende gkt
mottakelighet for enkelte patogener (Fast et al., 2008; Maule et al., 1989; Roubal & Lester,
1989; Wiik et al., 1989). Arsaken til forgkt dgdelighet ved den siste behandlingen var trolig en
kombinasjon av stress pafert fisken under behandling og tilstedeveerelse av flere av de

undersgkte patogenene.

| begynnelsen av ar 2014 ble det registrert enkelte degdfisk med sarskader. Noen av sartilfellene
ble mistenkt & vaere forarsaket av bakterieinfeksjoner. Muligens kan bakteriene ha fatt en
inngangsport pa fisken grunnet nedsatt immunforsvar etter stressende situasjoner under
lusebehandling i desember. Sarforekomst kan ogsa skyldes mekaniske skader etter store
mengder parasitter pa fisken og etter badebehandling mot lus. @kt dedelighet kan da veere
forarsaket av osmoregulatorisk sammenbrudd (Urawa, 1993; White, 1940; Wooten et al.,
1982). Ved kjemisk behandling av fisk blir volumet i merdene redusert og biomassen av fisk
per enhet blir dermed starre og kan virke stressende for fisken. Fglgelig kan det observeres
(midlertidige) atferdsendringer som hurtig og ukontrollert sveamming (Roth et al., 1993; pers.
obs.). Ved behandlingen i desember ble det brukt lusemedikamentet «SLICE vet.» som er et
medisinfor. Sar forarsaket av mekanisk skade under behandling var dermed ikke tilfellet ved

denne behandlingen.
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Prevalens og densitet av utvalgte patogener
| september 2014 ble det pavist gkt dadelighet i det undersgkte anlegget. | forbindelse med
dodeligheten ble det registrert forhgyet densitet av fglgende patogener; P. theridion,

Paramoeba spp., ‘Ca. B. cysticola’, I. salmonis, ‘Ca. S. salmonis’ og SAV.

Paranucleospora theridion

Prevalens av P. theridion var hay, tilneermet 100 %, gjennom hele studieperioden i sjg. | april
ble det imidlertid registrert en svak nedgang i prevalens (87 %), det vil si i etterkant av en
periode med lav temperatur. Denne nedgangen er mest sannsynlig relatert til den naturlige
temperaturvariasjonen pa kysten av Vestlandet med minimumstemperaturer i perioden februar
til april (Aure & Strand, 2001; Havforskningsinstituttet, 2014). Et havari i anlegget med tap av
mye fisk i ene merden rett far april-uttaket, kan muligens ogsa veert av betydning. Densiteten
av P. theridion varierte gjennom produksjonsperioden med hgyest densitet i begge
hgstperiodene (september — november) noe som statter tidligere observasjoner og hypotesen
om at utviklingen til denne parasitten er temperaturavhengig. Parasittens utvikling i Atlantisk
laks er avhengig av temperaturer over 10 °C (Nylund et al. 2011; Sveen et al. 2012). Det er
ogsa slik at forekomsten av lakselus, Lepeophtheirus salmonis, er hgyere i sommer-hgst
perioden slik at sporer produsert i lusen vil utgjere et hgyere smittepress om hgsten enn i andre
sesonger (Heuch et al., 2000; Rikardsen, 2004). Tidligere studier har dessuten vist at gjellene
er en viktig innfallsport for smitte med P. theridion, og ved temperaturer under 10 °C kan en

ha hgye densiteter pa gjellene uten at smitten spres systemisk i fisken (Sveen et al. 2012).

En antar at P. theridion spres passivt i sjg via sporer frigitt fra lakselus (Sveen et al., 2012).
Levetiden til disse sporene er ikke kjent, men smittestudier tyder pa at evnen til & infisere
opprettholdes over lang tid (A. Nylund, pers. kom.). Lang overlevelse av sporer er ogsa kjent
for andre mikrosporidier (Amigé et al., 1996; Fayer, 2004; Olsen, 1981). Antall lakselus
registrert pa anlegget i oktober (2013) er ukjent, men med tanke pa at fgrste lusebehandling var
to maneder etter sjoutsett av fisken, hadde antageligvis anlegget lav prevalens av lakselus i
denne perioden. Til tross for lite lakselus, opplevde anlegget hay prevalens av P. theridion
umiddelbart etter sjgutsett. Det er derfor rimelig & anta at de sporene som har smittet fisken i
anlegget ikke er produsert av lakselus i det aktuelle anlegget. Avhengig av stremforholdene i

omradet, kan muligens smittepress av P. theridion komme fra andre lakseanlegg som kan ligge
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i betydelig avstand fra studie-lokaliteten. Basert pa malinger av overflatetemperatur fremgar

det at densiteten av P. theridion i gjellene til laks korrelerer med temperatur.

Paramoeba spp.

Gjennom studieperioden ble det undersgkt for bade Paramoeba perurans og Paramoeba spp.
Det ble kun registrert tilstedeveerelse av P. perurans i to tilfeller (desember 2013 og februar
2014) med lav prevalens. Tilfellene sammenfalt med positive uttak for Paramoeba spp. og det
ble derfor ikke gjort videre undersgkelser. Paramoeba spp. ble registrert i ni av femten uttak.
Tilstedeveaerelse og densitet av Paramoeba spp. var generelt lav ved alle undersgkelser, men
med topper i februar og september. Den hgye densiteten av amgber registrert i februar skyldes
ett individ som var tungt infisert (Ct 11,3). Dette var et enkelt tilfelle i et uttak med kun tre
positive individer og kunne ikke knyttes til sykdom og dgdelighet i anlegget. Med andre ord
ble det kun registrert hgy densitet av Paramoeba spp. ved siste uttak i studieperioden i
september. | de fire foregaende uttakene ble det ikke registrert tilstedevaerelse av amgber.
@kningen i densitet av Paramoeba spp. i september sammenfaller med gkt dedelighet i anlegget
og det kan ikke utelukkes at amgber kan ha bidratt til dedeligheten, men histologiske
undersgkelser av gjellene synes ikke a statte en slik hypotese. Typiske histologiske endringer
ved amgbesykdom er hyperplasi og hypertrofi av epitelceller, og sammenvoksing av
sekundaerlamellene (Adams et al., 2004; Butos et al., 2011; Crosbie et al., 2012; Kent et al.,
1988; Roubal et al., 1989; Steinum et al., 2008; Young et al., 2008; Zilberg & Munday, 2005).
Lignende observasjoner ble gjort av gjellene fra siste uttak i studieperioden, men karakteristiske

kaviteter med amgbe-lignende strukturer ble ikke observert.

Forekomst og densitet av Paramoeba spp. pavirkes av miljgfaktorer, spesielt vanntemperatur
og salinitet, og begrenses ved temperaturer under 10 °C og salinitet lavere enn 30 %o (Adams
& Nowak, 2003; Clark & Nowak, 1999; Steinum et al., 2008). Ved siste uttak i september ble
overflatetemperaturene malt til omtrent 16 °C og det er tenkelig at dette kan ha medvirket til
forekomsten av amgben denne maneden. | tidligere studier er det ofte observert en gkning av
amgben i perioder med hgye sjatemperaturer (Adams & Nowak, 2003; Bermingham &
Mulchay, 2006; Clark & Nowak, 1999; Steinum et al; 2008). | fglge Steinum et al. (2008) ble
det imidlertid i en studie observert redusert temperatur i forkant av dedelighet assosiert med
Paramoeba spp. Temperaturene for mai-juli er ikke registrert (malt) i denne studien, og det er

derfor vanskelig & vite om den gkte dgdeligheten i dette anlegget kom ved fallende
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temperaturer. Men med tanke pa at det var en svart varm sommerperiode i hele landet
(Meteorologisk institutt, 2014), og det ble registrert sjgtemperaturer oppimot 20 °C pa kysten
av Hordaland (pers. obs.), er det mulig at det kan ha vert en reduksjon i temperaturen fgr

september.

‘Ca. Branchiomonas cysticola’

Tilstedeverelse av bakterien ‘Ca. B. cysticola’ ble registrert tidlig i studieperioden og
forekomsten gkte til 100 % i mai og dette vedvarte ut studieperioden. Densiteten av bakterien
pkte kraftig ved uttaket i juni sammenlignet med de tidligere manedene. Videre ble det registrert
gradvis gkning frem til september. | de tre siste uttakene ble det malt gjennomsnittlige Ct-
verdier mellom 7,1-13,9. Tilstedeverelse av ‘Ca. B. cysticola’ er funnet i nyrevev hos ulike
fiskearter og tyder pa en mulig systemisk infeksjon (Lai et al., 2013; Tolas, 2012). Tolas (2012)
mente ogsa at det muligens fantes en alternativ innfallsport til gjellene ettersom bakterien kun
ble funnet i nyrevev ved farste uttak (i ferskvann). | dette studiet ble det registrert hay densitet
av bakterien i gjellevev allerede ved forste uttak etter sjgsetting av fisken. Nyrevev ble ikke

analysert og det er derfor ikke kjent om bakterien ga systemisk infeksjon.

‘Ca. B. cysticola’ er funnet & tilhere den «normale» gjellefloraen hos Atlantisk laks (Mitchell
et al., 2013; Toenshoff et al., 2012; Tolas, 2012). Tilsynelatende «frisk» fisk er blitt registrert
med Ct-verdier mellom 17,8-37,9 (Mitchell et al., 2013; Tolas, 2012). Funn fra denne studien
statter tidligere observasjoner med tanke pa at gkt dgdelighet farst forekom i september til tross
for tilstedevaerelse av bakterien gjennom hele studiet. Likevel ble det ikke registrert lave Ct-
verdier (< 20) hos den undersgkte fisken far i juni, noe som indikerer at fisken mest sannsynlig

var beerer av bakterien de farste ni manedene av studieperioden.

Bakterien er assosiert med gjellesykdom, da store mengder epiteliocyster ofte observeres ved
sykdom (Mitchell et al., 2013; Nowak & LaPatra, 2006; Nylund et al., 1998; Steinum et al.,
2010; Toenshoff et al., 2012). Epiteliocystis er forbundet med flere etiologiske agens, deriblant
‘Ca. B. cysticola’ og ‘Ca. P. salmonis’. Sykdomsutbrudd med epiteliocystis opptrer ofte ved
gkende vanntemperaturer i lgpet av sommer- og hgstmanedene (Mitchell et al., 2013; Nowak
& LaPatra, 2006; Nylund et al., 1998; Steinum et al., 2010; Toenshoff et al., 2012), og lave

temperaturer er vist & redusere mengden ‘Ca. B. cysticola’ i utbrudd (Tolas, 2012). Temperatur
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ser ut til & pavirke densiteten av ‘Ca. B. cysticola’ i denne studien og samsvarer dermed med

resultater fra tidligere studier.

'Ca. P. salmonis’ ble kun undersgkt ved siste uttak, og viste moderat prevalens og densitet. Det
hadde veert interessant a undersgke nar tilstedeveerelse av patogenet forekom farste gang, men
pa grunn av denne oppgavens begrensede omfang er det ikke funnet tid & gjere dette. | noen
tidligere studier er det funnet at tilstedevaerelse av 'Ca. P. salmonis’ ikke er direkte korrelert
med forekomst av epiteliocystis, da prevalens av epiteliocyster var langt sterre/hgyere enn
prevalens av bakterien i enkelte analyser (Mitchell et al., 2013; Steinum et al., 2010; Toenshoff
et al., 2012). | en annen studie er det likevel vist en korrelasjon mellom bakterien og utvikling
av gjellesykdom (Steinum et al., 2010).

‘Ca. Sygnamydia salmonis’

‘Ca. S. salmonis’ er nylig karakterisert (Nylund et al., 2014) og det er dermed svert begrenset
med informasjon om denne bakterien. Tilstedevarelse av ‘Ca. S. salmonis’ ble registrert med
lav til moderat prevalens i ti av uttakene i studieperioden. I siste uttak hadde prevalensen gkt til
52 %. Densitet av bakterien var lav gjennom hele studiet der Ct-verdiene stort sett var over 30
(26 < Ct < 39,1). | februar ble det registrert ett individ med moderat infeksjon og ett individ som
var betydelig infisert av bakterien, med Ct-verdier pa henholdsvis 24,6 og 16,5.

Til tross for lite variasjon mellom uttakene, viser resultatene i dette studiet at bakterien hadde
lavest prevalens og densitet i sommermanedene. Dette er interessant med tanke pa at flere
patogener har tendenser til & gke i prevalens og densitet i varme perioder (eksempelvis P.
theridion, 1. salmonis og ‘Ca. B. cysticola). Likevel viser ‘Ca. S. salmonis’ like tendenser som
Paramoeba spp. | humanmedisin er det blitt observert en mulig sammenheng mellom amgber
og arter av Chlamydia, der Chlamydia spp. er vist & veere endosymbionter i amgbene med evnen
til & overleve og vokse i verten (Amann et al., 1997; Essing et al, 1997; Fritsche et al. 1993;
Kahane et al, 2001; Thomas et al., 2006). | studieperioden ble det registrert fisk som var positiv
for bade Paramoeba spp. og ‘Ca. S. salmonis’ i syv av uttakene. Det var tilfellet i fisken med
Ct-verdi pa 16,5 for ‘Ca. S. salmonis’ da den i tillegg var infisert med Paramoeba spp. (Ct-
verdi 11,3). Signifikansen og korrelasjonen av disse tilfellene ble ikke undersgkt, men med
tanke pa lik tendenser i observert densitet er det mulig at det er en sammenheng mellom

patogener.
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Ichthyobodo salmonis

Forekomst av I. salmonis ble registrert i alle uttakene gjennom studieforlgpet, men stabiliserte
seg pa rundt 100 % fra mai og utover. Det ble registrert en signifikant gkning i densitet av
parasitten fra mai og til september, med gjennomsnittlige Ct-verdier pa 14 og 17 i september

uttakene.

Beskrivelse av dedelighet og histopatologi direkte forbundet til 1. salmonis er begrenset
ettersom parasitten nylig har blitt beskrevet som egen art og ofte er blitt observert i forbindelse
med gjellesykdom og infeksjoner med flere patogener (Isaksen et al., 2011; Isaksen et al., 2012;
Nylund et al., 2011). Likevel er det rapportert om hgye dgdeligheter av Atlantisk laks i sjg,
trolig grunnet denne parasitten (Bruno, 1992; Ellis & Wootten, 1978; Poppe & Hastein, 1982).
Dgadelighet forekom i lgpet av sommer og hgst kort tid etter sjgsetting av smolt. Laks i dette
studiet var allerede infisert av parasitten i ferskvann og infeksjonen ble antageligvis overfart til
sjgvannsfasen med fisken der det etter hvert forkom et gkt infeksjonspress ved hgyere
temperaturer som observert i tidligere studier (Bruno, 1992; Ellis & Wootten, 1978; Todal et
al., 2004). Redusert salinitet og gkte temperaturer pavirker trolig proliferasjon av parasitten
(Ellis & Wootten, 1978). Tilstedeveerelse av I. salmonis kan ha bidratt til den gkte dgdeligheten
observert i september ettersom det det ble registrert proliferasjon av parasitten fra august og til

siste uttak i september.

Gjellesykdom pa studielokaliteten

Gjelleproblem er blant de viktigste dgdsarsakene hos oppdrettet Atlantisk laks pa Vestlandet.
Det har vert rapportert om dgdelighet pd >10-50 % og store gkonomiske tap i
oppdrettsnaringen, trolig forarsaket av PGl (Flesja et al., 2004; Hjeltnes, 2011; Kvellestad et
al., 2004; Nylund et al., 2008; Nylund et al., 2011). Stor dgdelighet og tap er ogsa rapportert fra
Irland (Rodgers, 2007).

PGl og PGD er gjellesykdom som ikke har en klar etiologi, men det er registrert tilstedevarelse
av flere ulike patogener ved slike sykdomsutbrudd (Karlsen et al., 2004; Nylund et al., 2008;
Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2010). Arsakene til gjellesykdommer har blitt forklart som
multifaktoriell og assosiert med tilstedevarelse av ASPV (Kvellestad et al, 2003), SGPV
(Nylund et al., 2008), Paranucleospora theridion (Nylund et al., 2010), Ichthyobodo sp.
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(Kvellestad et al., 2005), Chlamydia-lignende bakterier (Draghi et al., 2004; Nylund et al.,
1998) og ’Ca. Branchiomonas cysticola’ (Toenshoff et al., 2012). Analysene for september
2014 avslgrte tilsvarende observasjoner av patogener ved det undersgkte anlegget. Real-time
RT-PCR viste hgy tilstedeveerelse av P. theridion, I. salmonis og ‘Ca. B. cysticola’, samt
moderate mengder av ‘Ca. P. salmonis’. | tillegg ble det registrert moderate mengder av
Paramoeba spp. og Tetramitus sp. som i senere ar er assosiert med gjellesykdom i Norge
(Nylund et al., 2008; Steinum et al., 2008, A. Nylund pers. kom.). Det ble ikke undersgkt for
virusene ASPV eller SGPV, da betydning og tilstedevaerelsen av disse patogene ved

sykdomsutbrudd har vist seg a veere variabel (Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2010).

PGI har blitt definert histopatologisk med sirkulasjonsforstyrrelser, betennelsesreaksjon,
hyperplasi, -trofi og nekrose av epitelceller (Kvellestad et al., 2005; Nylund et al., 2008; Nylund
etal., 2011; Steinum et al., 2010). Gjellehistopatologien pa det undersgkte anlegget tilsvarte til
en viss grad den som er observert ved PGI. Store mengder hypertrofiske celler ble observert
hos alle de undersgkte fiskene. Alle fiskene hadde i tillegg massiv nekrose av epitelceller, og
viste betydelig hyperplasi og blgdning. Betennelsesreaksjonene var relativt begrenset, men
tilstedeveerelse av en del leukocytter ble notert. Flere av de hypertrofiske cellene inneholdt
bakterielignende strukturer og cellekjernene var lokalisert i periferien ved celleveggen,
lignende til tidligere observasjoner gjort av epiteliocyster (Mitchell et al., 2013; Nylund et al.,
1998; Toenshoff et al., 2012).

Gjellesykdomsutbrudd kan veere omfattende og vare i flere maneder (Kvellestad et al., 2004;
Kvellestad et al., 2005; Steinum et al., 2010). Sykdommen er vanligst forekommende i sgrvest
Norge og ses farste hgst etter sjgutsett som vanligvis vil si etter at fisken har vaert 3-5 maneder
i sjg (Nylund et al., 2011; Steinum et al., 2010). | og med at fisken i anlegget ble sjgutsatt i
oktober, folger den ikke ngdvendigvis det samme sykdomsforlgpet som beskrevet over.
Farstkommende hgst etter utsett blir for den aktuelle fisken omtrent ett ar etter utsett, noe som
tilsier at fisken ikke lenger er svak og like lett pavirkelig av ytre faktorer som blant annet
temperatur og salinitet. Likevel ble det hgsten 2014 observert gkt dedelighet ved anlegget som
trolig var forarsaket av gjellesykdom eventuelt i kombinasjon med SAV (og mulig utvikling av
pankreassykdom). Det ble ikke foretatt histopatologiske undersgkelser som kunne klarlegge om

fisken ogsa hadde pankreassykdom.
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Andre sykdommer

Ikke-dgdelige infeksjoner med parasitter som Eubothrium spp. vil kunne medfgre veksttap,
redusert reproduktivitet og gkt mottakelighet for andre patogene agens eller darligere
forutnyttelse (Bristow & Berland, 1991; Saksvik et al., 2001). I mai ble det gjennomfart en
behandling mot bendelorm. Kondisjonsfaktorene utregnet for april og mai reflekterte ikke
darlig appetitt og opptak av neeringsstoffer som typisk observeres hos fisk med
bendelorminfeksjoner. Det ble ikke notert spesielle funn av bendelorm ved prgveuttak, kun
enkelt funn av parasitten ble notert. Sannsynligvis var prgvetatt fisk lite pavirket av infeksjonen

og dermed ble det ikke registrert betydelige endringer i kondisjonsfaktoren.

Pa grunn av tilfeller med atferdsendringer og patologi som ikke kunne knyttes til de undersgkte
gjellepatogenene, ble det i lgpet av studiet undersgkt for virusene PRV og SAV (Weston et al.,
2002). Virusene blir assosiert til alvorlige sykdommer i oppdrett av Atlantisk laks pa
Vestlandet, henholdsvis hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB) (Kongtorp et al., 2004a)
0g pankreassykdom (PD) (Munro et al., 1984).

Det er rapportert om sykdomsutbrudd med HSMB i oppdrett av Atlantisk laks spredt over hele
norskekysten ofte 5-9 maneder etter sjgutsett. Utbrudd kan ogsa inntreffe kun fa uker etter utsett
(Kongtorp et al, 2004a; Kongtorp et al., 2004b; Nylund et al., 2011; Watanabe et al., 2006). Det
er ogsa vist at risikoen for HSMB-utbrudd er dobbelt s hgy for hgstsmolt sammenlignet med
varutsatt smolt (Aldrin et al., 2010). Sykdommen er assosiert med relativt lav dedelighet (10-
20 %), men viruset kan ligge latent i fisken og gi sykdom i kombinasjon med tilstedevarelse
av andre patogener (Kongtorp et al., 2004a; Nylund et al., 2011; Watanabe et al, 2006). | dette
studiet ble det registrert tilstedevaerelse av PRV allerede i desember 2013. Siden densiteten av
patogenet var forholdsvis jevn i siste del av studieperioden, kan det tenkes at en sammenheng
med andre patogener kan ha forarsaket dgdeligheten i september. Store mengder av blant annet
parasitten P. theridion ble registrert i lgpet av studieperioden og er ved flere tidligere
anledninger funnet i anlegg med diagnosen HSMB (Nylund et al, 2010; Nylund et al., 2011).

| mars maned ble det observert blgdninger i hjertehulen hos dissekert fisk ved anlegget,
tilsvarende observasjoner gjort tidligere hos HSMB-infisert fisk (Kongtorp et al., 2004b;
Watanabe et al., 2006). Leverpatologien var vanskelig a definere, men observasjoner av
misfarging ble hyppig notert. Blek eller misfarget lever kan ogsa veere et sykdomstegn ved
HSMB infeksjon (Kongtorp et al., 2004b; Watanabe et al., 2006).
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Vanlige histopatologiske funn ved HSMB er nekroser og betennelse i hjertet (panmyocarditt)
med infiltrering av leukocytter. | tillegg kan det observeres hyperplasi (hypercellularitet) og
manglende strukturer i rgd muskulatur. Leverpatologi kan vise nekrotiske omrader med
vakuoliserte og pyknotiske celler (Kongtorp et al., 2004a; Kongtorp et al., 2004b; Watanabe et
al., 2006). Det ble ikke gjort undersgkelser av histologisnitt fra hjerte eller lever ettersom
resultatet av vevsinnstgpingen ikke ble tilfredsstillende. Det er derfor vanskelig & diskutere
histologiske observasjoner i henhold til HSMB ved anlegget.

| en ny studie utfert av Finstad et al. (2014) ble det vist at rede blodceller er hovedmalcellen til
PRV. Undersgkt blod viste stgrre mengder virus enn hjerte- og skjelettmuskulatur som
vanligvis blir brukt i diagnostisering av sykdommen HSMB. | dette studiet ble tilstedeveerelse
av PRV kun undersgkt i gjellevev, men siden dette er et blodrikt organ skal det i stor grad kunne
reflektere forekomsten av PRV i fisken. Densitet av viruset holdt seg mellom 20,2 (juli) og 25,1
(februar) i gjennomsnittlig Ct-verdi for uttakene gjennom studieperioden. Siden virusmengde
knapt varierte gjennom studiet, er det lite trolig at PRV i seg selv var med pa a forarsake
dadelighet i anlegget. Likevel var mengden sapass hgy at det kan ha veart en medvirkende arsak

sammen med de andre patogene som ble undersgkt.

PD-utbrudd forarsaker store gkonomiske tap for norsk oppdrettsnaering (Aunsmo et al., 2010).
Sykdommen PD er assosiert med salmonid alphavirus, SAV. Det er per dags dato identifisert 6
subtyper av SAV (1-6) som infiserer salmonider i ferskvann og saltvann (Fringuelli et al., 2008;
Graham et al., 2011). Frem til 2011 var SAV 3 (NSAV; Hodneland et al., 2005) den eneste
subtypen identifisert i Norge (Jansen et al., 2010). I 2011 ble imidlertid SAV 2 isolert fra
regnbuegrret i ferskvannsoppdrett (Hjortaas et al., 2013).

Sykdomsutbrudd i saltvann forekommer vanligvis i lgpet av det farste aret, ofte 5-7 maneder
etter sjgutsett (Hodneland et al., 2005; Hodneland & Endresen, 2006), men det er ogsa observert
utbrudd allerede 2,5 maneder etter utsett og helt frem til slakting (Jansen et al., 2010; Munro et
al., 1984). Det vist at hgstutsatt smolt er mer mottakelig for PD-sykdom siden smolten sjasettes
i en periode med lave temperaturer og hayt infeksjonspress (Kristoffersen et al., 2009). Til tross
for dette ble det ikke pavist SAV i anlegget far i juni, ni maneder etter utsett. Dgdelighet varierer
fra utbrudd til utbrudd, men det er registrert dgdelighet opptil 27 % (Jansen et al., 2007).
Densiteten av viruset pa studielokaliteten gkte gradvis fra juni til forste uttak i september,
etterfulgt av en kraftig gkning i siste uttak. Dadelighet ble ikke relatert til viruset i lgpet av
studiet, men potensielt kan SAV forekomme latent i fisk og utlgse sykdom dersom
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miljemessige forhold eller andre patogener svekker fisken (Hodneland et al., 2005;
Kristoffersen et al., 2009).

Histologiske endringer som alltid vil kunne observeres ved sykdomsutbrudd assosiert med PD,
innebaerer myopati av hjerte- og skjelettmuskulatur, samt lesjoner i eksokrin pankreas (Hjortaas
et al., 2013; Hodneland & Endresen, 2006; Munro et al., 1984). Det ble ikke tatt histologiske
praver fra verken pankreas eller muskulatur ved siste uttak i september. Ettersom undersgkelse
av disse vevene er viktig for a diagnostisere PD, er det vanskelig & uttale seg om mulighet for

pavirkning av SAV-viruset i fisken.

Konklusjon

| denne studien ble prevalens og densitet av utvalgte patogener fulgt hyppig med manedlige
preveuttak i ett ar. Prevalens og densitet av P. theridion, ‘Ca. B. cysticola’ og I. salmonis viste
tidlig tilstedeveerelse og fra mai ble det registrert signifikant gkning i densitet av patogenene
frem til gkt dedelighet i anlegget i september. Paramoeba spp og ‘Ca. S. salmonis’ viste
varierende prevalens og densitet gjennom studiet. Forekomst og tetthet av patogenene gkte
betraktelig ved siste uttak i september sammenlignet med de tidligere uttakene da prevalens var
under 10 %. SAV ble farst detektert i juni og bade prevalens og densitet gkte betydelig frem til
siste uttak i studieperioden. PRV skilte seg ut i og med at dette var det eneste undersgkte
patogenet som ikke gkte i densitet i september. Viruset holdt seg stabilt pd moderate megder

gjennom hele studieperioden.

Studien viser en klar etablering av gjellepatogenene P. theridion, ‘Ca. B. cysticola’ og I.
salmonis i fiskepopulasjonen far gradvis forekomst av de andre undersgkte patogenene kunne
identifiseres. |1 og med at det ikke ble registrert gkt dedelighet far i september, indikerer
resultatene at de tre nevnte patogenene antageligvis er vanlig forkommende hos oppdrett av
Atlantisk laks pa Vestlandet, men at gkt densitet kan fare til svekket fisk (mer mottakelig for
andre patogener) og dedelighet. Det har ikke vaert mulig a identifisere et spesifikt patogen som
arsak til sykdomsutvikling i denne studien. Det kan spekuleres i om hgy sjgtemperatur kan ha
pavirket dynamikken i sykdomsforlgpet og fert til hgy proliferasjon av enkelte patogener. Det
er knyttet en del usikkerhet til temperaturmalingene gjort i studien, og det er derfor vanskelig a
trekke noen klar konklusjon om betydningnen av temperatur og patogenenes dynamikk. Likevel
kan studien peke mot at prevalens og densitet av P. theridion, Paramoeba spp., ‘Ca. B.

cysticola’, ‘Ca. S. salmonis’, |. salmonis og SAV kan pavirkes av temperatur ettersom densitet
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av alle patogenene gkte i september. Ved senere studier bar temperatur males hyppigere enn

det som ble gjort i denne studien.

Histologiske undersgkelser viste sirkulasjonsforstyrrelser med infiltrering av betennelsesceller,
og hypertrofi og hyperplasi av epitelceller lignende til beskrivelser gjort ved gjellesykdommen
PGI. Histopatologiske undersgkelser sammen med real-time RT-PCR analyser tyder pa at

fisken i anlegget hadde gjellesykdom ved siste uttak i september.
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Appendiks
Oppskrifter

1 % agarose gel

- SeaKem® LA Agarose (Cambrex) opplest i 400 mL 1x TAE-buffer
- Kokes og oppbevares ved 60 °C

10x TAE-buffer

- 48,4 g Tris base
- 11,4 mL iseddik (glacial acetic acid)
- 3, 79EDTA

- 800 mL vann
Modifisert Karnovsky fiksativ

- 80 mL grunnmedium
- 10 mL 25% glutaraldehyde
- 10 % paraformaldehyde

- 4 gsukrose

Grunnmedium

1,65 g NaH2PO4H20
- 6,76 g Na2HPO32H0
- 6,75 g NaCl

- 0,12 gKCl

- 0,159 NaHCO3

- 1,65 g glukose

- 1000 mL H20

Programmer

Program for revers transkripasjon («<HP-RT»)

1. 5min-70°C
2. 60 min—37°C
3. ~4°C
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Program for PCR («HP50»)

1. 94°Ci2min

2. 94°Ci30sek
3. 50°Cilmin

4. 72°Ci1,50 min
5. 72°Ci10min
6. punkt 2-5 gjentas i 35 sykluser
7. ~4°C

Program for «Exosap»

1. 37°Cil5min
2. 80°Ci15 min

Program for pre-sekvensering («BigDye»)

1. 95°Ci5min

2. 96°Ci10sek

3. 50°Ci5sek

4. 60°Ci4min

5. Punkt 2-4 gjentas i 35 sykluser
6. ~4°C



Sekvensering

Templat og primere benyttet til sekvensering

Navn pa assay Assay og Ct-verdi Navn pa primer
Nuc S040914 4, Ct=11,2 Nuc F1/Nuc R1
Neo/Neo-ny S$180214 15, Ct=11,3 | Y08-NeoPeru F/Y08-NeoPeru R
Neo/Neo-ny 5180214 15,Ct =113 NP-F12 / NP-R11
Epit 5040914 5, Ct=5,0 BProto-F1 /806 R
Epit 5040914 5, Ct=5,0 BProto-F2 / Pic-R1
Costia S040914 4, Ct=9,6 Cos F1/Cos R6
Costia S040914 4, Ct=9,6 Cos F1/Cos R4
Costia 5040914 4, Ct=9,6 Cos F3/ Cos R6
Sch $180214 31, Ct = 24,6 Pic F1/16sB1
Sch $180214 31, Ct = 24,6 16sig F /806 R
Sch 5180214 31, Ct = 24,6 ChI-ITS-F1/ ChlI-ITS-R1
PRV 5260314 5, Ct = 15,8 S2-F1/S2-R2
PRV 5260314 5, Ct = 15,8 S2-F2/S2-R3
SAV S170914 15,Ct=22,8 F1600 / R2357
SAV 5170914 15,Ct=22,8 F2234 / SAV 20R
Radata

Ubehandlet data fra studiet som er brukt til diverse utregninger.

Tabell med verdier brukt til utregning av kondisjonsfaktor

Uttak Vekt Lengde | L3av lengde verdiene:
Oktober (FW kontroll) 80 19,1 6967,9 1,15
Oktober (15.10.13) 86,7 20,1 8120,6 1,07
Oktober (21.10.13) 119,2 21,9 10503,5 1,13
November (21.11.13) 201,9 26,1 17779,6 1,14
Desember (16.12.13) 309,8 29,3 25153,8 1,23
Januar (17.01.14) 344,4 32 32768,0 1,05
Februar (18.02.14) 343,1 31,1 30080,2 1,14
Mars (26.03.14) 203,2 26,8 19248,8 1,06
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April (04.04.14) 511,6 36,2 47437,9 1,08
Mai (13.05.14) 505,7 36 46656,0 1,08
Juni (18.06.14) 824,1 42,2 75151,4 1,10
Juli (23.07.14) 1398 48,9 116930,2 1,20
August (15.08.14) 1685 49,5 121287,4 1,39
September (04.09.14) 1618,3 53,1 149721,3 1,08
September (17.09.14) 1750,9 53,7 154854,2 1,13

Skjematisk oversikt av utregnet prevalensen til undersgkte patogener gjennom studiet

Tabell 1: Oversikt over utregning av prevalens for de ulike patogenene. Blanke ruter = det er ikke undersgkt for patogenet

ved dette uttaket.

Uttak Nuc Neo Neo-ny Epit Costia Sch

Oktober (FW kontroll) =(19/20)*100

Oktober (15.10.13) =(10/10)*100 =(0/10)*100 |=(9/10)*100 |=(1/10)*100

Oktober (21.10.13) =(10/10)*100 | =(0/10)*100 |=(1/10)*100 |=(10/10)*100 |=(8/10)*100 |=(2/10)*100
November (21.11.13) =(12/12)*100 | =(0/10)*100 |=(2/20)*100 |=(14/20)*100 |=(3/20)*100 |=(0/10)*100
Desember (16.12.13) =(10/10)*100 | =(1/10)*100 |=(3/10)*100 |=(1/10)*100 |=(3/10)*100 |=(3/10)*100
Januar (17.01.14) =(10/10)*100 | =(0/10)*100 |=(3/10)*100 |=(5/10)*100 |=(3/10)*100 |=(4/10)*100
Februar (18.02.14) =(30/32)*100 | =(2/32)*100 |=(3/32)*100 |=(12/32)*100 |=(5/32)*100 |=(4/32)*100
Mars (26.03.14) =(30/30)*100 | =(0/30)*100 |=(2/30)*100 |=(16/30)*100 |=(22/30)*100 |=(4/30)*100
April (04.04.14) =(52/60)*100 | =(0/60)*100 |=(14/60)*100 |=(42/60)*100 | =(18/60)*100 | =(20/60)*100
Mai (13.05.14) =(30/30)*100 | =(0/30)*100 |=(11/30)*100 |=(30/30)*100 | =(28/30)*100 | =(3/30)*100
Juni (18.06.14) =(30/30)*100 | =(0/30)*100 |=(0/30)*100 |=(30/30)*100 | =(30/30)*100 |=(1/30)*100
Juli (23.07.14) =(30/30)*100 | =(0/30)*100 |=(0/30)*100 |=(30/30)*100 | =(30/30)*100 |=(0/30)*100
August (15.08.14) =(30/30)*100 | =(0/30)*100 |=(0/30)*100 |=(30/30)*100 | =(30/30)*100 |=(3/30)*100
September (04.09.14) =(6/6)*100 =(0/6)*100 |=(0/6)*100 =(6/6)*100 =(5/6)*100 =(0/6)*100
September (17.09.14) | =(27/27)*100 | =(0/23)*100 |=(8/27)*100 |=(27/27)*100 |=(27/27)*100 |=(14/27)*100
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Tabell 2: Oversikt over utregning av prevalens for de ulike patogenene. Blanke ruter = det er ikke undersgkt for patogenet

ved dette uttaket.

Uttak PRV SAV Pch PMCV ILAV TSSU Plathy
Oktober (FW kontroll) |=(0/20)*100 |=(0/20)*100 =(0/10)*100
Oktober (15.10.13) =(0/10)*100 |=(0/10)*100
Oktober (21.10.13)
November (21.11.13) |=(0/20)*100 =(0/10)*100
Desember (16.12.13) |=(5/10)*100
januar (17.01.14) =(6/10)*100 |=(0/10)*100 =(0/10)*100 | =(0/10)*100
februar (18.02.14) =(31/32)*100
mars (26.03.14) =(30/30)*100 =(0/20)*100 | =(3/30)*100
april (04.04.14) =(60/60)*100 =(0/10)*100 | =(2/60)*100
mai (13.05.14) =(30/30)*100 |=(0/30)*100
juni (18.06.14) =(30/30)*100 |=(1/30)*100
juli (23.07.14) =(30/30)*100 |=(7/30)*100 =(1/14)*100 | =(6/14)*100
august (15.08.14) =(30/30)*100 |=(3/30)*100 =(0/30)*100 | =(0/30)*100 | =(4/10)*100
september (04.09.14) [=(6/6)*100 =(3/6)*100 =(0/6)*100 |=(2/6)*100
september (17.09.14) |=(27/27)*100 |=(23/27)*100|=(13/27)*100 =(2/27)*100 | =(5/27)*100 | =(0/27)*100

Dadelighetsgrafer

Dgadelighetsgrafene under er utarbeidet av anlegget. Det er disse grafene som er utgangspunkt

for grafene i studiet.
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Oversikt over manedlige prgveuttak med uttakskode, vekt og lengde pa fisken, Ct-verdi for hvert assay som er testet.

Oktober (FW) Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia SAV ASPV ILAV Pch IPNV PRV
F031013-1 76 19 18,8 29,5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-2 85 19,5 18,6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-3 69 19 19,0 26,6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-4 84 19,5 18,2 24,0 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-5 114 22 18,7 22,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-6 73 18,5 19,8 29,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-7 85 19,5 18,8 25,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-8 68 18 18,6 26,5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-9 83 19 20,4 27,9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-10 84 19 18,2 31,3 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-11 84 19 16,4 Neg 20,9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-12 63 18 17,4 Neg 24,7 Neg Neg Neg 27,1 Neg Neg
F031013-13 76 18,5 14,6 Neg 26,0 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-14 60 18 16,9 Neg 24,1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-15 91 19,5 15,4 Neg 22,6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-16 75 18,5 15,9 Neg 26,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-17 76 18,5 16,3 Neg 27,5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-18 99 20,5 15,9 Neg 26,1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-19 74 18,5 15,0 Neg 26,5 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F031013-20 80 19 15,9 Neg 25,1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg

Gj.snitt 80,0 19,1 26,0 27,1
10dager i sjo gill gill gill gill gill gill gill gill gill gj gj gj

Oktober 1 Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia SAV ASPV ILAV Pch IPNV Sch

FV151013-G1 87 20 15,0 22,2 Neg 32,2 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G2 95 21,5 15,2 22,3 Neg 37,0 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G3 89 20 14,9 21,1 Neg 35,0 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G4 99 21,5 15,4 22,5 Neg 36,7 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G5 82 20 15,9 22,7 Neg 37,2 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G6 83 20 15,3 21,0 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
FV151013-G7 80 19 15,5 20,9 Neg 37,5 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G8 101 21,5 15,1 20,8 Neg 38,0 29,8 Neg Neg Neg
FV151013-G9 52 17 15,9 23,0 Neg 38,0 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G10 95 20,5 21,0 20,5 Neg 36,5 Neg Neg Neg Neg
FV151013-G11 103 21

FV151013-G12 74 19

| Gj.snitt 86,7 20,1 21,7 36,5 29,8
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Oktober 2 Vekt Lengde Elf Neo-ny Neo Epit Costia SAV PRV ILAV Pch IPNV Sch
S211013-1 138 23 17,2 Neg Neg 27,1 Neg Neg
S211013-2 132 23 17,0 20,2 Neg Neg 29,6 Neg Neg
S211013-3 126 22 17,0 Neg Neg 26,6 32,3 Neg
S211013-4 154 24 16,8 27,6 Neg 27,3 32,8 Neg
S211013-5 78 21 16,9 Neg Neg 28,1 24,9 Neg
S211013-6 140 23 17,0 20,1 Neg Neg 25,0 24,9 Neg
S211013-7 118 21 14,7 Neg Neg 26,8 27,4 Neg
S211013-8 110 20 17,2 Neg Neg 21,7 20,7 33,8
S211013-9 98 21 14,6 Neg Neg 26,7 23,2 Neg
S211013-10 98 21 14,9 Neg Neg 26,8 24,9 33,9
| Gj.snitt 119,2 21,9 19,4 27,6 26,6 26,4 33,9
November Vekt Lengde Elf Neo Epit Costia SAV PRV ILAV Pch IPNV Sch
F211113-1 186 25 13,9 30,4 Neg Neg Neg Neg
F211113-2 234 28 14,6 Neg Neg Neg Neg Neg
F211113-3 222 28 13,7 31,9 26,0 Neg Neg Neg
F211113-4 146 23 13,8 Neg Neg Neg Neg Neg
F211113-5 124 22,5 14,2 Neg Neg Neg Neg Neg
F211113-6 126 23,5 13,0 27,5 Neg 35,7 Neg Neg Neg
F211113-7 166 24,5 14,4 Neg Neg 34,2 Neg Neg Neg
F211113-8 152 23,5 13,5 Neg Neg 33,3 Neg Neg Neg
F211113-9 224 27 13,0 Neg Neg 32,4 Neg Neg Neg
F211113-10 114 22 13,2 Neg Neg 27,1 Neg Neg Neg
F211113-11 280 30 13,4 Neg Neg 35,0 Neg Neg Neg
F211113-12 180 25 13,4 Neg Neg 33,3 Neg Neg Neg
F211113-13 294 30,5 13,0 Neg Neg 38,7 Neg Neg Neg
F211113-14 198 26 12,9 Neg Neg 38,1 Neg Neg Neg
F211113-15 230 27 13,1 Neg Neg 34,0 Neg Neg Neg
F211113-16 209 26 14,5 Neg Neg 33,9 Neg Neg Neg
F211113-17 236 28 13,9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
F211113-18 268 29 13,8 Neg 32,2 Neg Neg Neg Neg
F211113-19 234 27,5 13,8 Neg 29,3 Neg Neg Neg Neg
F211113-20 214 26 13,6 Neg Neg 32,6 Neg Neg Neg
Gj.snitt 201,9 26,1 17,3 23,7 33,2 30,9
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Desember Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia SAV PRV ILAV Pch IPNV Sch
S161213-1 360 31 12,8 23,3 Neg Neg Neg Neg 31,3 Neg
S161213-2 310 29,5 14,3 25,2 Neg Neg 23,6 Neg Neg Neg
S161213-3 186 25,5 14,6 Neg Neg Neg Neg 24,9 Neg
S161213-4 418 33 14,8 20,6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
S161213-5 302 29 13,1 21,5 22,0 Neg Neg 27,0 Neg 27,7
S161213-6 290 29 13,3 21,0 Neg Neg 26,6 Neg 29,4
S161213-7 312 29 13,9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
S161213-8 330 30 13,0 21,8 Neg Neg Neg Neg 165 Neg
S161213-9 282 27,5 14,2 20,7 34,1 Neg 26,8 23,5 28,0
S161213-10 308 29 13,6 26,7 Neg Neg Neg Neg 28,6 Neg
Gj.snitt 309,8 29,3 21,0 21,2 34,1 23,6 26,8 24,9 28,4 |
Januar Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia SAV PRV ILAV Tss IPNV Sch Tenacib PMCV
FS170114-1 378 31,5 18,9 28,5 27,1 Neg 36,8 Neg Neg Ne: Neg Neg Neg 36,1 25,5 Neg
FS170114-2 322 30 16,1 29,8 Neg Neg Neg Neg Neg ﬁ Neg Neg Neg Neg 23,8 Neg
FS170114-3 380 33 18,5 28,6 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 24,1 Neg 22,8 Neg
FS170114-4 410 34 13,9 23,0 Neg Neg Neg 32,1 Neg 30,6 Neg 36,4 25,4 Neg 26,8 Neg
FS170114-5 370 31,5 15,1 26,5 24,9 Neg Neg 29,8 Neg 30,5 Neg 30,7 Neg 30,8 Neg
FS170114-6 358 31 18,7 22,1 Neg Neg 37,2 34,2 Neg 20,2 Neg Neg Neg 36,8 32,1 Neg
FS170114-7 284 30,5 14,7 22,0 Neg Neg 36,0 Neg Neg 29,4 Neg Neg 30,1 Neg 22,3 Neg
FS170114-8 308 37 16,1 26,6 Neg Neg 31,6 Neg Neg Neg Neg 35,8 32,2 36,8 24,2 Neg
FS170114-9 266 29 15,1 30,9 24,5 Neg 34,9 Neg Neg Neg Neg 35,8 34,0 Neg 24,0 Neg
FS170114-10 368 32 12,9 24,9 Neg Neg Neg Neg Neg 20,2 Neg Neg Neg Neg 22,7 Neg
Gj.snitt 344,4 32,0 26,3 25,5 35,3 32,0 25,0 34,7 29,2 35,1 24,2
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Februar Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia Sch PRV
S180214 1 37 14,5 25,8 Neg Neg 35,1 Neg Neg 21,9
S180214 2 27,5 15,5 25,0 Neg Neg 33,7 Neg Neg [NEGE
S180214 3 34,5 16,5 24,9 Neg Neg Neg Neg Neg 29,0
S180214 4 35 17,5 24,8 Neg Neg Neg Neg Neg 29,8
S180214 5 538 37,8 18,5 23,6 Neg Neg Neg Neg Neg 24,9
S180214 6 476 35,1 19,5 23,6 Neg Neg Neg Neg Neg 21,4
S180214 7 506 36,5 20,5 23,8 Neg Neg Neg Neg Neg NS0
S180214 8 412 35 21,5 26,7 Neg Neg Neg Neg Neg 26,3
$180214 9 434 34,5 22,5 25,8 Neg Neg 35,0 Neg Neg 24,7

S180214 10 446 34 23,5 21,9 Neg Neg 35,9 Neg Neg 26,5
S180214 11 292 30,5 15,1 23,5 Neg Neg 34,3 Neg Neg 21,3
S180214 12 294 29,5 14,8 26,8 Neg Neg Neg Neg Neg 22,5
S180214 13 510 32,5 17,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg [EGO
S180214 14 402 33,5 15,7 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 26,5
S180214 15 70 20 17,8 [T 26,7 326 B AdesTN 226
S180214 16 440 34 14,6 22,8 Neg Neg Neg Neg Neg 21,3
S180214 17 420 33 14,3 20,2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
S180214 18 294 33 13,9 25,1 Neg Neg 35,3 Neg Neg 29,6
S180214 19 148 25 15,2 27,0 22,8 Neg Ne Neg 334 [agz
S180214 20 126 22,5 14,7 24,1 20,9 Neg ﬂ Neg 29,9 28,9
S180214 21 444 34 14,7 24,0 Neg Neg Neg 24,5 Neg 26,6
S180214 22 412 33,5 14,0 25,4 Neg Neg Neg Neg Neg 29,4
S180214 23 406 32,5 14,5 22,5 Neg Neg Neg Neg Neg 25,6
S180214 24 470 35 13,9 22,3 Neg Neg Neg Neg Neg [NISENY
S180214 25 320 30 16,4 [NIEN  Neg Neg 35,6 Neg Neg 28,7
S180214 26 296 30 15,4 23,2 Neg Neg 25,3 29,6 Neg 23,4
S180214 27 336 32 15,2 25,8 Neg Neg Neg Neg Neg 30,3
S180214 28 436 35 13,9 22,7 Neg Neg Neg 30,9 Neg 28,2
S180214 29 512 36 14,4 23,6 Neg Neg Neg Neg Neg 28,3
S180214 30 60 19 17,4 20,2 Neg Ne 30,6 Neg Neg 29,2
S180214 31 66 19 17,7 20,8 Neg ﬂ Neg 28,1 24,6 28,5
S180214 32 42 20 157 I8N  Neg Neg 31,2 Neg Neg 31,6
Gj.snitt 343,1 31,1 23,4 18,3 22,5 32,0 25,7 26,1 251 |
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Mars Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia Sch ILAV PMCV PRV
S260314 1 344 31 14,0 20,8 Neg Neg Neg 25,5 Neg Neg Neg
S260314 2 526 36 14,2 20,2 Neg Neg Neg 30,0 37,6 Neg Neg 27,3
S260314 3 156 25 17,2 23,4 Neg Neg Neg 32,6 Neg Neg Neg 21,0
S260314 4 492 36 14,2 28,4 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 21,3
S260314 5 354 31 15,1 23,6 Neg Neg Neg 32,3 Neg Neg Neg
S260314 6 130 24,5 17,6 23,1 Neg Neg 22,7 30,7 Neg 36,8 Neg
S260314 7 462 36,5 12,8 30,4 Neg Neg Neg 30,1 Neg Neg Neg 28,3
S260314 8 210 28,5 13,8 27,5 Neg Neg 33,8 Neg Neg Neg Neg 22,0
S260314 9 94 24,5 18,6 32,9 Neg Neg 32,9 34,2 Neg Neg Neg 22,3
S260314 10 132 24 14,8 21,8 Neg Neg 33,9 31,7 Neg Neg Neg 23,5
S260314 11 128 25 14,1 22,0 Neg Neg 31,0 32,0 Neg Neg Neg 21,6
S260314 12 84 25 16,7 27,0 22,4 Neg Neg 28,2 27,6 Neg Neg
S260314 13 264 31 12,4 26,5 Neg Neg Neg 28,1 Neg Neg Neg 20,3
S260314 14 78 20 16,6 20,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 24,9
S260314 15 236 29 12,6 22,4 Neg Neg Neg 30,3 Neg Neg Neg 26,9
S260314 16 76 21 13,6 25,5 Neg Neg 31,9 25,0 Neg Neg Neg 22,3
S260314 17 104 22,5 12,8 27,5 Neg Neg 32,2 36,4 Neg Neg Neg 22,4
S260314 18 288 30 13,3 25,6 Neg Neg 30,5 Neg Neg Neg Neg 22,0
S260314 19 262 28 17,1 21,3 Neg Neg 28,2 30,2 Neg Neg Neg 25,5
S260314 20 152 24 14,5 24,9 Neg Neg 26,9 24,5 32,7 Neg Neg 21,6
S260314 21 129 25 15,2 31,2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 22,0
S260314 22 88 22 17,9 31,1 Neg Neg 22,5 Neg Neg Neg 20,5
S260314 23 262 30 13,8 21,0 Neg Neg 25,2 Neg Neg Neg 25,2
S260314 24 155 24,5 14,3 23,1 Neg Neg 32,3 26,5 Neg Neg
S260314 25 115 25,5 15,4 24,6 Neg Neg Neg [AZ6Y  Neg Neg
S260314 26 95 22 15,5 24,8 Neg Neg 23,0 27,9 Neg 36,4 21,4
S260314 27 15,4 23,9 Neg Neg 29,4 Neg Neg Neg
S260314 28 13,8 31,6 Neg Neg Neg 28,4 Neg Neg
S260314 29 14,2 27,3 23,5 Neg 30,5 20,8 29,5 Neg
5260314 30 70 22 13,0 22,1 Neg Neg Neg 23,8 Neg 33,8 25,4
Gj.snitt 203,2 26,8 25,2 23,0 29,2 28,5 31,8 35,7 22,3
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April Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia Sch ILAV PMCV PRV

S040414 1 522 36 14,4 28,1 23,4 Neg 29,4 30,4 34,2 Neg Neg 20,7
S040414 2 540 36 17,2 31,4 Neg Neg 29,8 29,9 Neg Neg Neg

S040414 3 646 38 16,3 34,8 23,7 Neg Neg Neg 30,9 Neg Neg 20,0
S040414 4 524 36 13,5 27,8 23,9 Neg Neg 23,2 Neg Neg Neg 21,2
S040414 5 532 36 15,1 35,7 25,9 Neg 26,4 23,6 Neg Neg Neg 20,9
S040414 6 452 35 16,6 36,7 Neg Neg 331 26,7 Neg Neg Neg

S040414 7 668 39 15,9 33,3 Neg Neg 33,5 Neg Neg Neg Neg 23,6
S040414 8 626 38 14,9 26,7 Neg Neg 29,2 29,9 Neg Neg Neg 24,5
S040414 9 422 33,5 16,1 30,5 21,4 Neg 30,0 24,4 33,9 Neg Neg 22,8
S040414 10 516 35 16,2 33,6 Neg Neg 30,5 Neg Neg Neg Neg 23,8
S040414 11 528 37 14,7 Neg Neg Neg 31,5 31,8 Neg Neg 21,4
S040414 12 548 38 13,6 29,8 Neg Neg Neg 23,7 Neg Neg

S040414 13 462 36 14,2 26,8 Neg Neg Neg Neg Neg 37,0 27,4
S040414 14 266 30 13,8 26,4 Neg Neg 27,7 Neg 37,0 Neg 24,4
S040414 15 630 39 14,3 32,2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 20,6
S040414 16 418 33 13,4 Neg Neg Neg Neg 28,2 Neg Neg 20,2
S040414 17 458 37 13,7 31,1 Neg Neg 32,8 Neg 33,5 Neg 23,5
S040414 18 506 37 13,4 35,5 Neg Neg 29,8 Neg Neg Neg 24,7
S040414 19 564 37 15,8 25,8 Neg Neg 28,7 Neg 34,3 Neg 188
S040414 20 530 38,5 16,1 25,4 23,7 Neg 37,2 35,0 35,8 Neg 23,4
S040414 21 410 33 15,4 27,2 24,0 Neg 21,8 Neg 33,3 35,9 22,4
S040414 22 460 35 15,7 36,5 27,3 Neg 28,2 Neg Neg Neg 22,8
S040414 23 472 36 16,1 28,9 Neg Neg Neg Neg 36,9 Neg 22,7
S040414 24 438 35 16,6 Neg 27,8 Neg 31,8 Neg Neg Neg 29,8
S040414 25 576 38 14,6 26,4 Neg Neg 29,0 Neg Neg Neg 196
S040414 26 14,6 32,3 Neg Neg 23,9 Neg Neg Neg 21,7
$040414 27 480 36 14,4 33,7 Neg Neg 27,2 Neg Neg Neg 199
S040414 28 560 37 14,7 24,7 Neg Neg 27,6 Neg Neg Neg 20,0
S040414 29 362 32 15,3 Neg Neg Neg 36,5 Neg Neg Neg 192
S040414 30 562 38,5 14,3 33,9 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 21,6
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S040414 31 556 37 13,9 35,1 Neg Neg 35,1 Neg Neg Neg
S040414 32 690 39 14,3 30,2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
S040414 33 374 33 15,3 31,4 Neg Neg 30,6 Neg Neg Neg
S040414 34 572 40 15,3 36,3 Neg Neg 32,1 Neg Neg Neg
S040414 35 564 37 16,6 38,0 Neg Neg Neg Neg Neg Neg
S040414 36 363 33 16,8 36,8 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 23,2
S040414 37 346 31 15,2 32,4 Neg Neg 37,7 Neg Neg Neg 22,7
S040414 38 390 34 16,1 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 24,5
S040414 39 338 31 16,2 33,0 Neg Neg 36,9 Neg 36,2 Neg 28,6
S040414 40 404 34 16,6 33,3 Neg Neg 36,8 Neg Neg Neg 29,1
S040414 41 536 36 14,4 35,7 Neg Neg 29,1 Neg 29,1 Neg 25,5
S040414 42 520 37 15,6 25,8 Neg Neg 34,5 Neg 34,5 Neg 23,0
S040414 43 402 34 14,2 32,9 Neg Neg 37,5 Neg 37,5 Neg 21,6
S040414 44 502 36 15,2 25,8 Neg Neg Neg 37,2 Neg Neg 24,1
S040414 45 494 35,5 15,5 27,6 Neg Neg 34,0 Neg 34,0 Neg 21,6
S040414 46 454 34,5 18,0 31,0 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 28,9
S040414 47 648 39 16,8 30,2 Neg Neg Neg Neg Neg Neg 20,7
S040414 48 602 38 15,5 33,6 Neg Neg 34,0 Neg 34,0 Neg 22,7
S040414 49 542 38 15,3 22,5 Neg Neg 39,1 Neg 39,1 Neg 25,0
S040414 50 580 37,5 13,6 32,4 Neg Neg 26,0 Neg 26,0 Neg 24,8
S040414 51 422 35 15,0 Neg 24,8 Neg Neg Neg Neg Neg 23,2
S040414 52 494 35 14,9 27,9 Neg Neg 31,5 Neg Neg Neg 23,7
S040414 53 652 40 16,1 24,8 Neg Neg 31,7 29,4 Neg Neg 20,7
S040414 54 622 39 16,0 26,7 23,4 Neg Neg 32,1 Neg Neg 22,3
S040414 55 546 36 16,5 26,6 DB nNeg 27,9 27,9 Neg Neg 20,6
S040414 56 750 41 15,2 Neg 25,4 Neg 25,9 Neg 33,3 Neg 29,2
S040414 57 470 36 16,3 28,8 Neg Neg 32,6 32,4 31,4 Neg 22,9
S040414 58 538 38 14,9 25,2 25,9 Neg Neg 31,4 Neg Neg 22,8
S040414 59 614 39 16,4 Neg Neg Neg 31,5 31,5 Neg Neg 20,5
S040414 60 522 37 17,7 28,3 Neg Neg 30,2 Neg 33,0 Neg

Gj.snitt 511,6 36,2 30,5 24,2 31,2 29,4 33,9 36,5 22,5
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Mai Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Epit Costia Sch ILAV PMCV PRV SAV
S130514 Gj 1 466 36 14,6 28,5 Neg Neg 21,5 24,8 Neg 21,8 Neg
S130514 Gj 2 582 39 13,3 30,3 Neg Neg 28,1 31,3 Neg 27,9 Neg
S130514 Gj 3 612 39,5 13,1 33,7 22,1 Neg 29,3 21,2 Neg 20,9 Neg
S130514 Gj 4 548 38 13,6 27,2 21,5 Neg 31,5 31,2 Neg 20,3 Neg
S130514 Gj 5 554 37 15,0 34,9 25,8 Neg 31,3 24,9 Neg 22,4 Neg
S130514 Gj 6 468 36 12,4 35,1 Neg Neg 27,4 23,1 Neg 24,0 Neg
S130514 Gj 7 118 21 12,6 26,4 23,2 Neg 24,8 23,2 Neg 24,9 Neg
S130514 Gj 8 160 25 12,6 23,0 Neg Neg 239 PIGON  nNeg 23,0 Neg
S130514 Gj 9 550 38 14,6 24,1 23,1 Neg 28,4 22,3 Neg 23,4 Neg
S130514 Gj 10 476 35 11,5 20,0 Neg Neg 27,9 21,8 33,2 Neg
S130514 Gj 11 508 38,5 12,1 33,7 Neg Neg 21,4 23,3 Neg 23,4 Neg
S130514 Gj 12 586 39 13,0 35,6 Neg Neg 21,5 24,5 Neg 21,6 Neg
S130514 Gj 13 682 39 13,5 33,9 Neg Neg 29,2 22,9 Neg 22,4 Neg
S130514 Gj 14 340 31 13,6 33,5 Neg Neg 31,0 23,4 Neg PE7Z Neg
S130514 Gj 15 62 20 13,9 29,3 Neg Neg 22,0 21,9 Neg 24,2 Neg
S130514 Gj 16 538 38 12,7 26,4 23,2 Neg 26,8 20,1 Neg - Neg
S130514 Gj 17 525 38 14,0 25,4 Neg Neg 26,5 21,8 Neg Neg
S130514 Gj 18 726 1 12,9 33,5 21,7 Neg 28,6 25,4 Neg 21,7 Neg
S130514 Gj 19 328 31,5 12,3 21,5 Neg Neg 24,0 23,7 Neg 23,5 Neg
S130514 Gj 20 676 1 14,3 22,4 23,3 Neg 31,5 24,8 Neg 22,5 Neg
S130514 Gj 21 382 34 12,5 350 60NN  Neg 26,0 29,3 Neg 24,7 Neg
S130514 Gj 22 522 35 13,9 28,4 Neg Neg 262 SENY  Neg 24,0 Neg
S130514 Gj 23 623 38 12,8 23,9 20,3 Neg 28,6 Neg 36,7 24,8 Neg
S130514 Gj 24 474 35 12,6 30,4 Neg Neg 21,3 Neg Neg 23,5 Neg
S130514 Gj 25 592 39 12,7 30,4 Neg Neg 23,6 21,6 Neg 21,3 Neg
S130514 Gj 26 642 40 12,4 32,1 Neg Neg 22,8 24,6 Neg 22,8 Neg
S130514 Gj 27 558 38 13,0 22,0 21,9 Neg 21,0 21,5 35,8 21,4 Neg
S130514 Gj 28 724 40 12,7 31,8 Neg Neg 20,8 22,9 Neg 21,7 Neg
S130514 Gj 29 464 38 12,4 23,2 Neg Neg 21,1 23,1 Neg 24,0 Neg
S130514 Gj 30 686 41 131 26,6 Neg Neg 27,2 23,2 Neg 20,0 Neg

Gj.snitt 505,7 36,0 28,7 22,0 25,8 23,6 35,2 22,3
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Neo-ny
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neo
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Juni Vekt Lengde Elf PT
S180614 Gj 1 780 43 14,6 27,1
S180614 Gj 2 590 41 134 NS
S180614 Gj 3 806 42,5 13,6 25,2
S180614 Gj 4 710 40,5 13,9 23,3
S180614 Gj 5 1364 50 13,4 22,6
S180614 Gj 6 1130 45 14,9 26,8
S180614 Gj 7 806 43 14,5 23,8
S180614 Gj 8 1010 43 14,0 [NIEEN
S180614 Gj 9 596 42 15,3 25,3
S180614 Gj 10 140 28 15,6 25,4
S180614 Gj 11 1020 47 127 g
S180614 Gj 12 950 43 13,8 21,4
S180614 Gj 13 998 45 13,6 28,7
S180614 Gj 14 568 38,5 13,8 29,3
S180614 Gj 15 1160 46 13,7 NG
S180614 Gj 16 834 45 13,4 25,6
S180614 Gj 17 838 43 13,0 26,1
S180614 Gj 18 748 42 14,5 22,9
S180614 Gj 19 602 42,5 12,9 21,4
S180614 Gj 20 1296 49 12,9 23,7
S180614 Gj 21 436 38 14,7 22,4
S180614 Gj 22 1596 55 13,7 24,8
S180614 Gj 23 1282 47 131 24,0
S180614 Gj 24 970 44,5 12,9
S180614 Gj 25 756 M 13,1
S180614 Gj 26 130 25 15,2
S180614 Gj 27 1140 47 13,5 20,0
S180614 Gj 28 138 28 14,9
S180614 Gj 29 588 40 13,3
$180614 Gj 30 740 40 13,3

Gj.snitt 824,1 42,2 22,4

17,0

18,6

Sch ILAV PMCV PRV SAV
Neg 20,1 Neg
Neg 28,7 Neg
Neg 22,3 Neg
Neg 23,6 Neg
Neg 20,2 Neg
Neg 27,3 Neg
Neg RIS Neg
Neg 21,2 Neg
Neg 26,4 Neg
Neg 21,5 Neg
Neg 26,2 Neg
Neg 24,4 Neg
Neg 25,5 Neg
Neg 27,2 Neg
37,1 24,8 Neg
Neg 25,4 Neg
Neg 25,5 Neg
Neg 22,6 Neg
Neg 20,8 Neg
Neg 22,7 Neg
Neg 21,4 Neg
Neg 21,9 Neg
Neg 24,6 Neg
Neg 21,7 33,0
Neg 24,4 Neg
Neg BNIGSN Neg
Neg 24,2 Neg
Neg 28,6 Neg
Neg 25,5 Neg
Neg 24,6 Neg
37,1 23,6 33,0
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Juli Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo
S230714 Gj 1 14,2 Neg Neg
S230714 Gj 2 14,8 22,4 Neg Neg
S230714 Gj 3 15,5 23,8 Neg Neg
S230714 Gj 4 13,8 20,6 Neg Neg
S230714 Gj 5 14,9 26,1 Neg Neg
S230714 Gj 6 46 14,5 23,9 Neg Neg
S230714 Gj 7 48 14,9 22,5 Neg Neg
S230714 Gj 8 53 14,4 21,0 Neg Neg
$230714 Gj 9 51 14,4 Neg Neg
$230714 Gj 10 41 14,1 21,5 Neg Neg
S230714 Gj 11 48 13,9 27,0 Neg Neg
S230714 Gj 12 50 13,3 24,0 Neg Neg
S230714 Gj 13 51 14,1 21,1 Neg Neg
S230714 Gj 14 40 13,9 Neg Neg
S230714 Gj 15 39 16,7 23,4 Neg Neg
S230714 Gj 16 53 15,3 25,5 Neg Neg
S230714 Gj 17 52 14,8 28,0 Neg Neg
S230714 Gj 18 53 13,9 24,2 Neg Neg
S230714 Gj 19 46 15,8 24,0 Neg Neg
S230714 Gj 20 47,5 14,4 23,7 Neg Neg
$230714 Gj 21 48 14,4 28,7 Neg Neg
S230714 Gj 22 53 14,9 25,7 Neg Neg
$230714 Gj 23 51 14,4 24,1 Neg Neg
S230714 Gj 24 53,5 13,1 27,2 Neg Neg
S230714 Gj 25 55 14,6 21,9 Neg Neg
S230714 Gj 26 53 16,5 20,4 Neg Neg
S230714 Gj 27 46 15,1 21,3 Neg Neg
S230714 Gj 28 49 15,7 21,5 Neg Neg
S230714 Gj 29 49 14,3 23,9 Neg Neg
S230714 Gj 30 47 16,2 29,7 Neg Neg

Gj.snitt 1,398 48,9 23,4

14,1

16,3

Sch ILAV PMCV PRV SAV ISAV-HPRO
Neg 25,7 Neg Neg 28,2
Neg Neg Neg 27,8
Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg 21,7 27,5
Neg 28,5 Neg 25,3 Neg 30,4
Neg Neg Neg 29,2
Neg Neg Neg 29,2
Neg 34,2 Neg Neg Neg
Neg 32,5 Neg Neg 34,7
Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg
Neg 35,8 36,8 21,2 Neg Neg
Neg 36,0 Neg _ Neg Neg
Neg Neg Neg 20,4 Neg
Neg Neg
Neg Neg
Neg Neg
Neg 20,3 Neg
Neg PNEEEN Neg
Neg 24,5 27,1
Neg Neg
Neg PNIGON  Neg
Neg 21,7 29,9
Neg 21,7 Neg
Neg 22,8 Neg
Neg PEESI Neg
Neg 24,3 Neg
Neg 23,7 31,7
Neg Neg
Neg Neg
32,1 36,8 20,2 28,9 31,1
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August Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo
S150814 Gj 1 13,9 Neg Neg
S150814 Gj 2 13,2 Neg Neg
S150814 Gj 3 14,1 25,5 Neg Neg
S150814 Gj 4 14,0 24,7 Neg Neg
S150814 Gj 5 13,6 Neg Neg
S150814 Gj 6 53 12,8 Neg Neg
S150814 Gj 7 485 14,4 Neg Neg
S150814 Gj 8 50 14,1 Neg Neg
S150814 Gj 9 41 14,4 Neg Neg
S150814 Gj 10 47 13,3 Neg Neg
S150814 Gj 11 50 13,4 26,9 Neg Neg
S150814 Gj 12 50 14,4 23,3 Neg Neg
S150814 Gj 13 51 15,0 24,9 Neg Neg
S150814 Gj 14 47 13,8 20,8 Neg Neg
S150814 Gj 15 53 14,2 25,3 Neg Neg
S150814 Gj 16 55 14,5 24,2 Neg Neg
S150814 Gj 17 53,5 14,0 23,5 Neg Neg
S150814 Gj 18 52 13,9 21,5 Neg Neg
S150814 Gj 19 53 15,2 23,8 Neg Neg
S150814 Gj 20 52 14,7 24,8 Neg Neg
S150814 Gj 21 51 13,5 22,6 Neg Neg
S150814 Gj 22 51 13,8 26,7 Neg Neg
S150814 Gj 23 48 14,2 22,0 Neg Neg
S150814 Gj 24 48 13,9 26,1 Neg Neg
S150814 Gj 25 38 12,8 Neg Neg
S150814 Gj 26 42,5 14,4 20,4 Neg Neg
S150814 Gj 27 49 13,7 - Neg Neg
S150814 Gj 28 53 13,1 Neg Neg
S150814 Gj 29 50 14,5 27,5 Neg Neg
S150814 Gj 30 51 14,2 24,0 Neg Neg

Gj.snitt 1,7 49,5 22,0

13,9

Costia

20,2

Sch ILAV PMCV PRV SAV TSSU
Neg Neg Neg 23,4 28,9

Neg Neg Neg 24,8 Neg

Neg Neg Neg 20,8 Neg

Neg Neg Neg 20,9 Neg

Neg Neg Neg 29,3 Neg

34,6 Neg Neg 21,7 27,8

Neg Neg Neg 23,6 Neg

34,4 Neg Neg 22,9 27,6

Neg Neg Neg INEESNN  Neg

Neg Neg Neg 20,6 Neg

Neg Neg Neg 21,9 Neg

Neg Neg Neg 23,9 Neg

Neg Neg Neg 22,0 Neg

Neg Neg Neg 22,0 Neg

Neg Neg Neg 27,7 Neg

Neg Neg Neg 21,5 Neg

37,1 Neg Neg 22,2 Neg

Neg Neg Neg 22,9 Neg

Neg Neg Neg 22,9 Neg

Neg Neg Neg 25,4 Neg

Neg Neg Neg 27,0 Neg 36,2
Neg Neg Neg 22,7 Neg Neg
Neg Neg Neg 21,8 Neg Neg
Neg Neg Neg 25,8 Neg Neg
Neg Neg Neg 27,0 Neg Neg
Neg Neg Neg _ Neg 34,3
Neg Neg Neg 25,6 Neg 36,0
Neg Neg Neg 27,8 Neg 33,2
Neg Neg Neg 26,9 Neg Neg
Neg Neg Neg 26,5 Neg Neg
354 23,7 28,1 34,9
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September 1 Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Costia Sch ILAV PMCV PRV SAV ILAV-HPRO  Tbh-TUF
S040914 Gj 1 2250 57 15,5 22,2 Neg Neg 21,2 Neg Neg Neg 24,5 Neg 22,9
S040914 Gj 2 1540 53 15,0 20,5 Neg Neg Neg Neg Neg 26,3 Neg 26,6
S040914 Gj 3 2270 59 13,8 Neg Neg Neg 36,2 Neg 29,6 26,9
S040914 Gj 4 450 44 14,7 Neg Neg Neg Neg Neg 21,7 27,6 Neg
S040914 Gj 5 1710 54,5 15,3 Neg Neg Neg 36,4 Neg Neg 27,5
S040914 Gj 6 1490 51 14,1 Neg Neg Neg Neg Neg 21,9 26,2 26,0
Gj.snitt 1618,3 53,1 17,8 7,1 14,1 36,3 22,4 27,8 26,0
September 2 Vekt Lengde Elf PT Neo-ny Neo Costia Sch ILAV PRV SAV Pch TSSU Plathy
5170914 Gj 1 16,0 - Neg Neg Neg Neg 21,9 27,5 Neg 36,0 Neg
S170914 Gj 2 15,0 Neg Neg 29,8 Neg 22,1 29,6 Neg Neg Neg
S170914 Gj 3 16,0 22,5 20,2 Neg 28,0 Neg 23,4 30,1 Neg 35,2 Neg
S170914 Gj 4 14,6 20,8 Neg Neg Neg Neg 24,4 23,6 Neg 36,6 Neg
S170914 Gj 5 16,4 26,8 Neg Neg 35,6 Neg 21,4 26,4 26,5 Neg Neg
5170914 Gj 6 1893 53 16,0 24,4 Neg Neg Neg Neg G2 253 26,6 36,3 Neg
S170914 Gj 7 1568 52 15,0 24,4 Neg Neg 31,8 Neg 26,6 24,5 21,9 Neg Neg
S170914 Gj 8 2754 56 15,7 21,5 Neg Neg Neg 36,3 27,6 Neg 31,7 Neg Neg
S170914 Gj 9 1470 53 15,3 Ne Neg 30,4 Neg 27,7 25,9 31,4 Neg Neg
S170914 Gj 10 2440 58 15,7 23,9 Neg 28,7 Neg 26,8 27,2 Neg Neg Neg
S170914 Gj 11 1650 55 16,5 24,0 Neg Neg Neg Neg 25,2 32,5 27,3 Neg Neg
S170914 Gj 12 3548 64 14,9 19,6 Neg Neg Neg Neg 24,0 Neg 27,3 Neg Neg
S170914 Gj 13 1778 53 17,7 25,9 20,9 Neg 29,4 Neg 26,9 32,9 Neg Neg Neg
S170914 Gj 14 2380 58 16,0 23,8 22,4 Neg 28,2 Neg 21,9 24,1 Neg Neg Neg
S170914 Gj 15 1510 53 16,5 23,9 Neg Neg 32,9 Neg 21,6 22,8 23,7 Neg Neg
S170914 Gj 16 1745 54 15,7 20,2 Neg Neg 34,9 Neg 26,5 27,3 29,7 Neg Neg
S170914 Gj 17 1740 55,5 14,4 229 [EN e 27,2 Neg 24,1 24,3 23,2 Neg Neg
S170914 Gj 18 1258 47,5 16,0 24,5 23,9 Neg Neg Neg 22,6 23,8 23,5 Neg Neg
S170914 Gj 19 1885 56 15,7 Neg Neg Neg 23,5 24,0 28,4 Neg Neg
S170914 Gj 20 1030 50 14,5 Neg Neg Neg 23,6 26,4 Neg Neg Neg
S170914 Gj 21 1185 46 12,9 Neg 29,4 Neg 23,9 Neg Neg Neg Neg
S170914 Gj 22 960 46 15,2 Neg Neg Neg 27,8 25,8 Neg Neg Neg
S170914 Gj 23 1660 59 14,6 Neg 29,6 Neg 22,3 28,7 Neg Neg Neg
S170914 Gj 24 1640 55 16,1 Neg Neg 24,5 Neg Neg 33,8 Neg
S170914 Gj 25 1202 50 15,2 Neg Neg 24,2 27,0 29,6 Neg Neg
S170914 Gj 26 1530 53 14,9 36,2 32,9 23,4 30,2 Neg Neg Neg
S170914 Gj 27 1694 55 16,5 Neg Neg 21,9 25,8 Neg Neg Neg
Gj.snitt 1750,9 53,7 13,7 17,1 30,9 34,6 24,0 26,8 27,0 35,6
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